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RESUMEN

Esta Tesis es un estudio del efecto del estado nutricional scbre

2 en mito-

los procesos de fosforilacidn oxidativa e incorporacion de ca®
condrias de higado de ratas. Los experimentos fueron realizados en dos
grupos de ratas de 35 dfas de edad. Grupos con desnutricidn energética-
proteica drastica (DEPD) fueron provocados de la siguiente forma: 16
crias de la misma camada fueron alimentadas por una nodriza desde el na-
cimiento hasta 21 dias de edad. Se destetaron y por un periodo de 14
dias fueron alimentadas con una dieta sin proteinas y agua "ad LibLtum".
Grupos normales: al momento de nacer, 8 crias de la misma camada fueron
alimentadas por una nodriza durante 21 dias. Se destetaron y durante

14 dfas fueron alimentadas con una dieta balanceada comercial y agua

"ad Libitum".

Proceso de fosforilacidn oxidativa: Tlas mitocondrias de higado
de rata sometidas a DEPD no presentan alteraciones en las actividades
oxidativas durante la lactancia, pero dichas actividades estan signifi-
cativamente disminuidas en mitocondrias de ratas con DEPD de 35 dias de

"edad. Las velocidades de oxidacion de glutamato, succinato y ascorbato
+ TMPD en presencia de ADP son siempre menores en mitocondrias de rata
con DEPD (23-27%). Las velocidades de incorporacidn de H' son también
menores'bajo las mismas condiciones de ensayo (30-38%). La disminucidn
del indice de control aceptor observado en mitocondrias de rata con

DEPD en los tres sitios dé acoplamiento es el resultado de una menor

velocidad de oxidacidn en el estado 3 y no se observa pérdida en la




eficiencia de la conversién de ADP en ATP, ya que los valores de la
razén ADP/0 son similares en mitocondrias de amﬁos grupos de ratas.

La actividad maxima de oxidacién de NADH medida en particulas
submitocondriales estd disminuida en un 40% en mitocondrias de rata so-
metidas a DEPD. E1 contenido de citocromo c en ratas con DEPD estd au-
mentado en un 26%, mientras que la cantidad de los citocromos a + a5 es
td significativamente disminuida en un 22% con respecto a los valores
observados en mitocondrias de rata normal. Este menor contenido de tos
citocromos a + a5 podria ser 1a explicacién principal para la disminu-
cion de velocidad de las actividades oxidativas en los tres sitios de
acoplamiento durante el proceso de fosforilacidn del ADP, concordando
con la "hipdtesis cercana al equilibrio”. La velocidad de transporte
de ADP por el transportador ADP-ATP es similar en mitocondrias de higa-
do de ambos grupos de rata, lo cual descartaria la hipGtesis del "trans
portador ADP-ATP" como etapa limitante de 1a fosforilacion oxidativa.

Actividad del complejo FOF]—ATPaéa: la actividad del complejo
FoFl-ATPasa también estd afectada por DEPD. La actividad adenosina
trifosfdsica de mitocondrias de ambos grupos es activada por carbonil
cianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP). Ka es 42% menor en mitocondrias
de ratas con DEPD, lo cual indicaria una mejor unidn del desacoplante.
Ademds la Vmix es 23% menor en mitocondrias de ratas con DEPD, sugirien
do que la cantidad de comp]ejo-FoFl-ATPasa funcional es menor en mito-
condrias de rata con DEPD, si bien no serfa la etapa limitante de la ve
locidad de fosforilacidn de ADP.

E1 aumento de la actividad adenosina trifosfatdsica depende sélo

de la concentracién intramitocondrial del catifn metdlico monovalente.

X1




Succinato inhibe parcialmente la actividad adenosina trifosfatdsica
activada por K" y esta inhibicidn puede ser revertida por antimicina A,
lo cual sugiere que puede existir mds de un estado activo del complejo
FOFl-ATPasa. Los iones metdlicos monovalentes se unirfan al compliejo
en ]a forma de estado inactivo, lo que permitiria la liberacion del pép
tido inhibidor descrito por Pullman y Monroy y el cambio de la enzima

a un estado activo IV o estado en el cual el metal estaria unido al
complejo sin el inhibidor.

Proceso de incorporacidn de cat?: 1a velocidad de incorporacion
de ca*? en mitocondrias de higado de ratas con DEPD es significativamen
te menor que en mitocondrias de ratas normales, puesto que las veloci-
dades de consumo de oxigeno y de liberacidn de H+ estdn disminuidas en
‘a1rededor de 20 y 30% respectivamente. De manera similar la velocidad
maxima de incorporacidn de Ca"'2 es alrededor de 34% menor debido a una
disminucion de la velocidad de transporte de electrones en la cadena
respiratoria. Estos resultados son similares a los valores encontrados
para la disminucidn de la velocidad de fosforilacidn de ADP. La capaci-
dad de incorporar Ca+2 es 25% menor en mitocondrias de rata con DEPD.
Se podria esperar que muchos otros procesos que dependen tanto de 1a
concentracidn de Ca+2 1ibre intracelular como de energia, sea en la mi-
tocondria como en la célula en general pudieran estar afectados durante
1a desnutricidn.

Los valores de las relaciones estequiométricas de H+/sitio y
Ca+2/sitio no muestran diferencias con los valores observados en mito-
condrias de rata con alimentacidn normal. ET1 valor promedio de la

JUE. I . . ‘s
razon H' /sitio determinado para el segundc mds el tercer sitio de
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acoplamiento de Ta cadena respiratoria de mitocondrias de higado de
rata con DEPD es muy cercano a 4,0, idéntico al valor promedio de la
razon H+/sit10 observado por otros investigadores en mitocondrias de
higado y de corazén de ratas con alimentacidn normal y en mitocondrias
de tumor ascitico de Ehrlich, extendiende la escasa informacidn disponi

ble con respecto a este pardmetro estequioméirico fundamental.
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ABSTRACT

This thesis is a study of the effect of nutritional status on

2 uptake by rat liver mitochondria.

oxidative phosphorylation and Ca’
Experiments were carried out with two groups of 35-day-old male rats.
Severe protein-energy mainutrition (SPEM group) was provoked as
follows: after birth, 16 offspring from the same litter were nursed by
one mother for 21 days, then fed for 14 days "ad Libitum” with water
and a protein free diet. Control groups were as follows: after
parturition, 8 offspring from the same 1itter were nursed by one mother
for 21 days, then fed for 14 days "ad £ibiftum™ with water and a
balanced comercial pellet diet.

Oxidative phosphorylation phocess: oxidative activity of Tiver
mitochondria from the SPEM group are not affected during lactation, but
oxidative activity is significantly diminished in mitochondria from 35-
day-old-male SPEM group. The rates of oxidation of glutamate,
succinate and ascorbate + TMPD substrates in the presence of ADP are
always lower in mitochondria from SPEM rat group (range 23-27%). The
rates of H+ uptake are also Tower under the same assay conditions
(range 30-38%). The decrease in the respiratory control index observed
in mitochondria from SPEM rat group at the three coupling sites may be
the result of the lower rates of oxidation measured in state 3, and
there is no loss in the efficiency of conversion of ADP into ATP,

since the values of ADP/0 ratio are similar in mitochondria from both

rat groups.
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The Ymax for NADH oxidation measured in electron transport
particles shows a 40% decline in mitochondria ffom SPEM rat group.
Cytochrome c¢ content in mitochondria from SPEM rat group appears to be
increased by up to 26%, whereas cytochromes a + 2y contents are
significantly diminished by up to 22%, with respect to the values
observed in mitochondria from normal fed rats. The Tower contents of
cytochromes a + aq could account for most of the decreased rates of
oxidative activities at the three coupling sites during the ADP
phosphorylation process, according to the “near equilibrium hypothesis”.
The rate of ADP translocation by the ADP-ATP translocase is similar in
liver mitochondria from both rat groups, discarding in some way the
"ADP-ATP translocase hypothesis" as the rate-controlling step of
oxidative phosphorylation.

FOF]—ATPaAe complex activity: the activity of the FOFI—ATPase
complex is also affected by SPEM. The adenosine triphosphatase
activity by mitochondria from both rat groups is activated by carbonyl
cyanide m-clorophenylhydrazone (CCCP). Ka is 42% Tower in mitochondria
from SPEM rat group, suggesting a better binding of the uncoupler.
Furthermore, the Vmax is 23% lower in mitochondria from SPEM rat group.
This complex activity could be not the rate-limiting step of the ADP
phosphorylation.

The increase of the adenosine triphosphatase activity only
depends upon the intramitochondrial monovalent metalic cation
concentration. The activation of the uncoupler stimulated adencsine
triphosphatase activity by K+ ion is partially inhibited by succinate

and this inhibition can be reverted by antimicyn A, suggesting that the

XV




FoFl-ATPase complex can exhibit two active states. The monovalent
metalic cations would be bound to the state I fofm of the complex
{inactive state) and the inhibitor peptide described by Pullman and
Monroy would be released, resulting in a swift and high activation

of adenosine triphosphatase activity, consistent with an active state
IV or inhibitor-free form of the metal-enzyme complex.

Ca+ 7 2+

uptake process: the rate of Ca”™ uptake is significantly
Tower in mitochondria fron SPEM rat group, since the rates of oxygen
consumption and HF ejection are decreased by 20-30% respectively.
Simi]ar]y,sthe maximai rate of Ca2+ uptake is 34% lower and the capacity
of Ca2+ Joad is 25% lower in mitochondria from SPEM rat group. It is

+ .
2 concentration-and energy

expected that many other intraceliular Ca
dependent-processes, either in the mitochondria or in the cell, might
be affected during malnutrition.

The stoichiometric relationships of H+/2e- and Ca2+/2e- show no
differences with those observed in mitochondria from normal fed rats.
SPEM rat group liver mitochondria show a H+/site ratio close to 4.0
at coupling site II plus site III. These stoichiometric data observed
in liver mitochondria from SPEM rat group are in complete agreement
with similar data obtained by other investigators on normal rat liver,

rat heart, and Ehrlich ascites tumor mitochondria and suggest that the

H+/site ratio of mitochondrial electron transport may be around 4.
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INTRODUCCION

E1 organismo es un sistema termodindmicamente abierto que intercam-
bia materia y energia con su entorno, permaneciendo en un estado de régimen
estacionario sin alcanzar el equilibrio termodindmico mientras viva. De es-
ta manera extrae energia libre del entorno y entrega entropia al medio a ve-
locidad controlada, ya que posee mecanismos de reguiacidn que le permite fun
cionar con gran eficiencia. En el organismo ocurren procesos que liberan
energia ttil (exergénicos) y otros que, para realizarse aprovechan esta ener
gfa (endergénicos).

En dGltimo término, la energia para la vida proviene de la radiacidn
solar. La mayoria de las plantas y algunas bacterias (organismos autétro-
fos) utilizan la energia de esta radiacidn para impulsar la fotosintesis de
compuestos orgdnicos. Las plantas, las bacterias y todos los animales (orga
nismos heterdtrofos), utilizan lTos compuestos orgdnicos originados en 1a foto
sintesis para satisfacer sus necesidades de energia mediante reacciones oxi-
dativas.

Las mitocondrias, organelos celulares, son las plantas generadoras
fundamentales de energia en todas tas células de eucariontes. En células
no fotosintéticas las mitocondrias son las (nicas plantas de energia. En
cambio, Tas células fotosintéticas poseen cloroplastos y mitocondrias, en
tal caso estas uUltimas funcionan en 1a obscuridad para oxidar 1os nutrientes
orgdnicos generados en los periodos de luz.

Conocidas desde mds de un siglo, las mitocondrias se han constituido

en un importante tépico de la investigacidn dentro de las diferentes




disciplinas de la biologfa experimental. Para el citélogo, ellas represen-
tan los sujetos de experimentacidn para la exp]oracién de Ta ultraestructu-
ra celular y para la elaboracion de técnicas de fraccionamiento de tejidos
con el propdsito de ajslar organelos citoplasmidtices. Para el bioquimico,
la identificacidén de las mitocondrias como sitio de la respiracion celular
y de la fosforilacifn unida a la respiracidn, implica una etapa decisiva
en la resolucidn y reconstitucién de estos procesos a nivel molecular y la
explicacion de su relacién con membranas celulares. Al fisidlogo, Tas mi-
tocondrias le permiten un accesc experimental a las relacjones estructura-
funcidn, en particular el transporte activo, el metabolismo vectorial y los
mecanismos de control metab&lico a nivel molecular. E1 descubrimiento del
ADN, Ta sintesis de proteina y la biogénesis mitocondrial abren un nuevo ca
pitulo de la expresidn génica en eucariontes y nuevas perpectivas para el
Bidlogo Molecular.
A. BREVE HISTORIA DE LA BIOQUIMICA DE LAS MITOCONDRIAS.

E1 propdsito de esta revision es relatar brevemente Ta evolucién de
Ta investigacion en mitocondrias y recordar algunos de los trabajos mds so-
bresalientes en la historia de esta investigacidn, que es ya bastante larga
y plena de acontecimientos importantes. Relatos histdricos en detalle cu-
bren varios libros (1-3) y articulos de revision (4-6) gue abordan diversos
aspectos de este campo.
a}l Los Comienzos: Primeras Observaciones Citofdgicas de Las Mitocondrnias en

La Celula.
Los primeros antecedentes sobre las estructuras celulares que pro-

bablemente representaban a las mitocondrias datan de 1os afios 40 del siglo

pasado, pocos afos después del descubrimiento del niicieo celular. Altmann




en 1890, fue el primero en reconocer la existencia de estas estructuras que
11amd "bioblastos" pensando que eran "organismos elementales” que vivian den
tro de la célula para realizar funciones vitales. Altmann estarfa muy satis
fecho al saber que su idea del origen simbidtico de las mitocondrias, serfa
revivida varias décadas después, basada en Tas similitudes entre las mito-
condrias y las bacterias (7). E1 nombre mitocondrién derivado del Griego
"mitos"=hebra y "chondros"=grdnulo, que se refiere a la apariencia de estas
estructuras durante la espermatogénesis, fue introducido en 1898 por Benda
(8).

En 1900, Michaelis encontré que el colorante de 6xjdo-reduccién Ver-
de B de Janus servia para tefiir de manera especifica a las mitocondrias,
constituyéndose segiin Palade (9), en el "retrato oficial” del organelo hasta
1952 aho en que se publicd Ta primera microfotografia de las mitocondrias
obtenida por microscopia electrdnica de aita resolucién (10}. Es notable
gue a pesar del interés de Michaelis en los procesos bioldgicos de oxido-re-
duccidn, no relacioné su descubrimiento con un posible rol de Tas mitocon-
drias en las oxidaciones celulares. De hecho, transcurrieron 50 afios hasta
que Lazarow y Cooperstein (11) demostraran que la tincidn especifica de las
mitocondrias por el Verde B de Janus se debe a Ta capacidad de estos organe-
los para reoxidar al colarante reducido mediante la accidn de la citocromo
oxidasa.

Las mitocondrias de vegetales fueron descritas por primera vez en
1904 por Meves (12). Cuatro afios mds tarde Regaud (13) concluyé que las
mitocondrias contienen proteinas y 1ipidos. Tanto Meves (12) como Regaud
(14) sugirieron que el papel de Tas mitocondrias era el de "portadores de

genes". En 1912, Kingsbury (15) 11egé a Ta conclusi6n que las mitocondrias




funcionan como "una expresidn estructural de las substancias reductoras que
estan relacionadas con la respiracién celular®. Sin embargo estas proposi
ciones, como muchas otras qué surgieron durante Tos siguientes 20 afios (16),
se basaban casi exclusivamente en observaciones morfoldgicas sin evidencias
bioguimicas directas.

E1 primer paso hacia este objetivo fue dado en 1934, cuando
Bensley y Hoerr (17) trabajando con un homogeneizado de higado de cuy, en
solucidn salina fisjoldgica, describieron en el sobrenadante de 2000 rpm
una fraccidn que contenia estructuras de forma globular o de varilla. Aun-
gue estos grdnulos no se tefifan con Verde B de Janus, probablemente consis-
tfan, al menos en parte, de mitocondrias. Este método de fraccionamiento
dio 1a primera oportunidad para el andlisis bioquimico de una fraccibn cito
plasmdtica aislada y abrié la ruta para la identificacién de las mitocon-
drias como sitio de la respiracién celular.

b) Identificacidn de Las Mitocondrias como Sitio de La Respinacién Intrace-
Lular.

Battelli y Stern en 1912, encontraron en una suspensidn de peguefias
particulas provenientes de la resuspension de un precipitado obtenido al
tratar un triturado de mdsculo de corazdn con dcido, las actividades succi-
nato oxidasa e indofenol oxidasa, y propusieron que la respiracién de Ta cé
lula ocurria, en esas particulas. Una preparacién similar de misculo fue
usada por Keilin y sus colaboradores alrededor de 1925 para el estudio del
sistema de citocromos (18). Aln cuando Keilin y Hartree (19) comprendieron
que esas particulas contenian un sistema complejo de enzimas organizadas en
forma muy delicada, las cuales debian ser derivadas de alguna estructura

pre-existente en misculo intacto, no intentaron determinar su origencelular.




Era mucho mds facil separar grdnulos respiratorios de misculo tri-
turado que de otros tejidos, ya que la gran masa de fibras en las cuales es-
tan encajados los nicleos sedimenta en reposo, quedando suspendidas en el so
brenadante 1o que hoy conocemos como “"particulas submitocondriales”. Se ne-
cesitaba de la centrifugacién diferencial para separar los componentes del
citoplasma de las diferentes células, pero las centrifugas adecuadas estuvie
ron disponibles sélo a partir de los afios 40. No obstante, ya en 1913
Warburg (20) tuvo éxito en concentrar granulos grandes por centrifugacidn y
demostrd que la mayor parte de la respiracion de la célula se realizaba en
la fraccién que contenia esos grdnulos.

Las mitocondrias aisladas empezaron a usarse ampliamente en bioqui-
mica a partir de 1946 gracias a los trabajos de Claude (21). Hogeboom,
Claude y Hotchkiss (22) demostraron que las mitocondrias aisladas contienen
en forma exclusiva las actividades citocromo oxidasa y succinato oxidasa.
Poco ‘tiempo después, Lehninger y Kennedy demostraron que todas las reaccio-
nes involucradas en la fosforilacién oxidativa, en 1a oxidacidn de piruvato
y de dcidos grasos se realizaban en mitocondrias aisladas de higado (23,24).

Slater (25) siguiendo un procedimiento de preparacién basado en
aquel descrito por Claude (21), demostré en 1950 que en grdnulos aislados
de mdsculo de corazdn se producia la oxidacidn de los intermediarios del ci-
clo de los dcidos tricarboxilicos acompaiiada de una actividad de fosforila-
cién. Estos grdnulos fueron identificados como sarcosomas en 1953 (26). En
esa misma época Harman y Feigelson (27) demostraron que grdnulos similares
obtenidos de corazdén y 1lamados "preparaciones de cicloforasa® tenfan acti-
vidad respiratoria. Otros investigadores como Watanabe y Williams (28) uti-

1izando misculo tordxico de moscarda y Chapell y Perry (29) y Harman vy




Osborne (30) con misculo del térax de paloma obtuvieron resultados similares.
Asi, en el afio 1953 se establecid, sobre una base de'criterios bioquimicos,
que los sarcosomas cumplian en misculo la funcidn de las mitocondrias.

Mds o menos al mismo tiempo Palade {10} y Sjdstrand (31) informaron
que las subestructuras de las mitocondrias de higado y de mdsculo son muy
similares al microscopio electrénico y que la mayor actividad respiratoria
de las mitocondrias de misculo estaria correlacionada con una mayor canti-
dad de membrana interna (10).

Cleland y Silater (25,26) lograron relacionar sus observaciones con
los primeros trabajos de Battelli y Stern y con los de la escuela de Keilin
(32), al demostrar que las particulas de misculo de corazén de Keilin y
Hartree se formaban por desintegracion de las membranas de las mitocondrias
hinchadas. La cadena respiratoria estaba presente en esas membranas, mien-
tras que muchas deshidrogenasas requeridas para el funcionamiento del ciclo
de los dcidos tricarboxilicos estaban disueltas y permanecian en el sobrena-
dante después de sedimentar aquellas membranas.

c) Reconocimiento de fas Mitocondrnias como un Sistema Osméfico.

E1 fendmeno de hinchamiento de mitocondrias aisladas de higado {33)
o "in &itu”" (34) indicaba la presencia de una barrera osmética, pero 1a mem-
brana limitrofe no fue claramente detectada en esas mitocondrias y en 1950
Harman (35) negd 1a existencia de tal membrana. Entre 1952-53 sin embargo,
Ta divergencia fue totalmente aclarada. Por microscopia electrnica se de-
mostrd la existencia de dos sistemas de membranas: una membrana exierna y un
sistema de membrana interna altamente plegada (10,31)}.

En 1952 Cleland (36) y Raaflaub (37) introdujeron la técnica de dis-

persién de la luz para medir el hinchamiento de las mitocondrias y 1a




permeabilidad de las membranas a diferentes solutos. A comienzos de la dé-
cada del 50 varios laboratorios interesados en estudiar este sistema Yy su
relacion con otras funciones de las mitocondrias establecieron que una mem-
brana tiene permeabilidad selectiva a ciertos aniones y cationes. Asi, en-
contraron que el hinchamiento puede ocurrir también en un medio isoténico y
puede ser promovido por Ca+2 (37,38), fosfato inorgdnico (39), dcidos grasos
de cadena corta (40), bilirrubina (41) y otros agentes (42). Algunas veces
el hinchamiento depende de energia, en la forma de un sustrato oxidable y
en esta situacidn puede ser inhibido por inhibidores de ia respiracién, por
anaerobiosis o por desacopladores (4). Durante el proceso de hinchamiento,
las mitocondrias pierden gradualmente su habilidad para concentrar jones
(43) y nucleétidos (44} y para realizar la fosforilacion oxidativa (44, 45),
y simultdneamente adquieren ciertas actividades hidroliticas (39). En la

2, Mn+2

mayoria de los casos, el hinchamiento es impedido por Mg+ y ATP
(45). Se puede también invertir el proceso de hinchamiento restaurdndose
la fosforilacion oxidativa y las funciones que dependen de Ta estructura de

2 0 Mn+2 (

las mitocondrias por la adicion de ATP en presencia de Mg+ 45).
Se ha establecido que en el fenémeno de hinchamiento de las mitocondrias,
asi como también en la contraccidn, participa la membrana interna. Estos
procesos estdn, al menos parcialmente, relacionados con los movimientos de
agua a través de la membrana, que acompafian la incorporacidn y la liberacion
de iones por via de transportadores especificos (46,47).

En 1961, Mitchell sugiridé que la funcidn de esta barrera era princi
palmente separar los protones, los cuales son liberados hacia un lado de la

membrana {cuando opera la cadena respiratoria) para ser utilizados al otro

lado. En 1964, Chapell (46), usando el método de dispersidn de la luz para




medir el hinchamiento de las mitocondrias, descubrid algunos transportadores
especificos para sustratos anidnicos que se intercambian a través de la mem-
brana con OH o con otros sustratos anidnicos. Otro tipo de transportador
es el transportador de ATP-ADP descubierto por Klingerberg en 1965 (48).
d) EL Descubnimiento de Los Componentes de La Cadena Respiratoria.

Como ya se menciond, en sus primeros estudios Battelli, Stern y
Keilin (18,19) usaron preparaciones de enzimas derivadas de fragmentos de
membranas de mitocondrias de corazdon aunque en ese tiempo ellos no pudiercn
establecer el origen de las particulas de esas preparaciones. Una intere-
sante controversia surgid en esos afos: MWieland y Thunberg crefan que Tas
oxidaciones bioldgicas ocurrian en virtud de la activacion de atomos de hi-
drégeno de sustratos oxidables por accidn de deshidrogenasas especificas, en
cambio Warburg, reconocia solamente el papel de una enzima que activaba al
oxigeno denominada "fermento respiratorio". Esta fue resuelta en 1925 por
Keilin (18), quién demostré que 1a respiracidn celular requieria tanto de
Tas deshidrogenasas como de una enzima que redujese al oxigeno. Las prime-
ras para reducir al sistema de citocromos y la d1tima para oxidarlos. En
ese preciso momento nacidé el concepto de cadena respiratoria, aunque el tér-
mino no fue usado entonces.

E1 descubrimiento de Keilin resolvid la controversia entre Wieland
y Warburg, pero abridé una nueva, ahora entre Keilin y Warburg, con respecto
a la naturaleza y nomenclatura de la enzima que reducia al oxigeno. En
1925 Keilin (18) demostrd la existencia de tres citocromos: b, ¢ y un tercer
citocromo sensible a cianuro, pero no relaciond este ltimo con el “"fermento
respiratorio sensible a cianuro" de Warburg. En 1926 Warburg (49) demostrd

que la respiracion celular era inhibida por mondxido de carbono., Por su




parte Keilin (50) en 1927 observd que la actividad indofenol oxidasa era
también inhibida por mondxido de carbono y concluyé que el “"fermento respi-
ratorio" de Warburg era la indofenol oxidasa. En 1930 Keilin (51) demostré
que la oxidacidn de citocromo c aislado, catalizada por preparaciones de mis
culo de corazén era sensible a mondéxido de carbono y a cianuro. Cuando en
1938 Keilin y Hartree (52) encontraron que el citocromo ¢ estaba también
involucrado en la reaccién de la indofenol oxidasa, cambiaron el nombre a
"1a enzima que reducia al oxigeno y era inhibida por monéxido de carbono y
cianure, por el de citocromo oxidasa. Finalmente en 1939 Keilin y Hartree
(53) informaron que, quién habia sido considerado hasta entonces como un
solo citocromo consistia de dos componentes: citocromo a y citocromo a3, ¥
que el citocromo a, posefa 1as propiedades esperadas de 1a citocromo oxida-
sa o "fermento respiratorio®. Mientras tanto Ball (54} establecid al medir
Tos potenciales de 6xido-reduccién, que Tos tres citocromos de Keilin (18)
reaccionaban en el siguiente orden: b —=c — aj; asi fue posible describir
la cadena respiratoria para la oxidacidn de succinato mediante el esquema:

succjnato-—-b —_— C —= g — a3 —_— 02

[ L Ir]

succ%nato deshidrogenasa

También se demostrd, principalmente por los trabajos de Warburg
(55,56), que 1a oxidacidn de muchos sustratos por ejemplo malato, requiere
de 1a participacién adicional de dinucledtidos de adenina-nicotinamida
(NaDY o NADPY) y flavoprotefnas.

Desde 1939, muchos componentes han sido identificados en la cadena
respiratoria. En orden cronolégico:
- 1940: Yakushiji y Okumuki describen un nuevo citocromo del tipo ¢

que ellos denominaron ¢, y cuya ubicacién en ta cadena respiratoria seria




previa a la del hasta entonces conocido citocromo c.

— — -

“1
Este trabajo no es bien aceptado hasta que Keilin y Hartree To con-

firmaran en 1955 (57).

- 1948: Stater (58) encuentra que al tratar las particulas de mdsculo

de corazén con BAL (2,3-dimercaptopropanol) en presencia de oxigeno se des-

truye en forma irreversible un factor que seria necesario para la transfe-

rencia de los electrones entre el citocromo b y c.
—= b — factor — ¢ —

- 1951: Tsou (59) establece que la succinato deshidrogenasa funciona

como un transportador de electrones.
succinato — succinato deshidrogenasa —

- 1951: Gunsalus (60) descubre que sustratos de potencial bajo, como
piruvato y 2-oxoglutarato, requieren de dcido lipoico para reducir al NADT

deﬁhidrogenasa

2-0G

\LSZ —= NAD'—

Pir’/'

de;hidrogenasa
- 1956: Wang y Tsou (61) y Singer (62) establecen que la enzima succi
nato deshidrogenasa es una flavoproteina.
- 1957: Crane y colaboradores (63) descubren que una quinona (ubiqui-

nona) participa en el transporte de electrones y proponen que estaria ubi-

cada entre la Tlavoproteina y el citocromo b.
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- 1958: Massey (64) descubre que aquella que habfa sido propuesta co-
mo la enzima responsable de la oxidacidn del NADH en 1a cadena respiratoria
(65) tiene la funcidn de transferir los electrones del dcido Tipoico reduci
do al NAD®.

—= Ls, — fp — NAD' —
- 1958: Chance (66) publica las primeras observaciones sobre el efec-
to de la antimicina A en el citocromo b, del cual, después de varios afios
de confusiones y controversias (67), finalmente se acepta que existen al

menos dos especies que se ubicarian en el orden:

— bggg — brgp —-
- 1960-62: Takemori (68) y Beinert {69) confirman finalmente las su-

gerencias previas, en particular la de Waino (70), que la citocromo oxidasa

contiene cobre como un componente integral.

- 1960: Beinert (71) descubre una nueva clase de componentes de la
cadena respiratoria que contienen fierro, la mayoria de los cuales estdn
asociados con flavoproteinas. La estructura quimica de los centros activos
de estas proteinas, ahora 1lamadas proteinas fierro-azufre (Fe-S), es esta-
blecida antes del final de la década.

- 1964: Rieske (72) descubre una proteina Fe-S que difiere de otras
presentes en la cadena respiratoria, en que no estd asociada con alguna fla
voproteina, sino con la transferencia de electrones en la regién bcl.

La integracitn de todo este conocimiento dentro de un modelo acepta
ble de Ta cadena respiratoria pertenece mds bién al presente y al futuro
que al pasado. La cadena respiratoria es compleja, contiene por To menos
16 centros de 6xido-reduccidn 1a mitad de los cuales son centros Fe-S y

alin se descubren centros de 6xido-reduccidn nuevos. Se puede mencionar que

L
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el factor destruido por BAL, informado en 1948 (58), ha sido identificado
sélo en 1980 como la proteina Fe-S de Rieske (73).

La secuencia funcional de estos centros de 6xido-reduccion ha sido
analizada por medio del uso de: sustratos oxidables, aceptores artificiales
de electrones de potenciales de dxido-reduccidn conocidos, inhibidores es-
pecificos y técnicas espectroscdpicas especializadas. Algunos componentes
han sido purificados, pero a menudo con propiedades modificadas, otros han
sido detectados sélo en membranas funcionales. La secuencia precisa y la
funcién de cada una de las protefnas Fe-S es aln desconocida. La membrana
mitocondrial interna contiene al menos 5.000 copias de las proteinas que
transfieren electrones, asi como también varios sistemas de transporte a
través de 1a membrana (74).

e) La Natuwaleza de £a Conservacibn de fa Energdla.

La primera demostracidn de 1a sintesis de ATP acoplada a la respi-
racién fue hecha en 1930 por Engelhardt (75) en eritrocitos de paloma en
los cuales se formaba rdpidamente fosfato inorgdnico cuando se agregaba
algtn inhibidor de la respiracion (cianuro, uretano o mondxido de carbono).
La cantidad de fosfato formado estaba estrechamente relacionada con la
cantidad de ATP que desaparecia.. $i se extrafa el cianuro mediante lava-
do, se producia una resintesis del éster de fosfato sensible a dcido. En
cambio en los eritrocitos de conejo, que no respiran, se formaba fosfato
inorgdnico cuando se inhibfa 1a glicolisis con fluoruro, mientras que el
cianuro no tenia efecto. Engelhardt concluyd que la ruptura de ATP se
producia tanto en ausencia como en presencia de inhibidores respiratorios,
pero que en ausencia de ellos l1a ruptura se compensaba con la resintesis

de ATP.




E] trabajo de Engelhardt tuvo poco impacto cuando fue pub]ic:;
E1 interés en la fosforilacidén oxidativa, como se 1]aﬁ6 mds tarde al proce-
so, empezé con el trabajo de Kalckar en 1937 (76), quién demostré que la
fosforilacién de glucosa, glicerol o AMP se realizaba cuando homogenizados
de rifi6n y de otros tejidos catalizaban la oxidacién de citrato, glutamato,
furamato o malato. Puesto que las reacciones no ocurrian en condiciones
anaerdbicas y no se formaba fosfoglicerato, concluyd que Ta glicolisis no
era responsable de la fosforilacidn. En 1939, Lipmann (77) demostrd que la
oxidacion de piruvato estd acoplada con la fosforilacidn en bacterias.

Fn 1939-40, dos grupos: Belitzer y Tsibakowa {78) y Ochoa (79) hi-
cieron la importante observacion que mds de un dtomo de Pi es esterificado
por cada dtomo de oxigeno consumido en preparaciones que estdn respirando
bajo condiciones en gue no hay glicolisis. Ambos grupos llegaron a la con-
clusidn que la fosforilacién debe ocurrir durante el paso de hidrdégeno (o de
electrones) a través de la cadena respiratoria hasta el oxfgeno. Asi estos
investigadores fueron los primeros en postular 1o que Tlegd a conocerse como
la fosforilacidn unida a la respiracidn. Este postulado fue confirmado di-
rectamente cerca de 10 afios mds tarde por Lehninger y Friedkin, al usar NADH
como sustrato para una fraccidn particulada de higado de rata (80).

Mediante el uso de mitocondrias aisladas, Lehninger (81,82) amplid
sus resultados anteriores obtenidos junto a Friedkin (80}, referentes a que
la respiracidén estaba acompafiada con la fosforilacidn del ADP y que el valor
de la razdn P/0 era aproximadamente 3, confirmando Ta existencia de tres si-
tios de fosforilacién en la cadena respiratoria. Esto concordaba con la pro
posicién hecha ya en 1943 por Ochoa (83), quién estudié en una fraccidn

particulada el proceso de fosforilacion oxidando en forma aerdbica piruvato.




Los experimentos realizados por Lehninger indicaban ademds que las mitocon-
drias eran impermeables al NADH agregado y que posefah una via "externa" de
oxidacioén del NADH, que no fosforila y que puede ser demostrada en presencia
de citocromo ¢ exdgeno. Se demostrd mds tarde que esta via difiere de aque-
11a encargada de Ta oxidacion del NADH intramitocondrial, ya que es insensi-
ble a antimicina (82), amital (84) y rotenona (85) y estd asociada con la
membrana mitocondrial externa (86).

Mediante el aislamiento de mitocondrias estructuralmente bién preser
vadas fue posible el descubrimiento del alto grado de organizacion de los
sistemas enzimidticos de las mitocondrias, To cual no fue observado en traba-
jos anteriores que utilizaban fracciones particuladas. Entre 1951-52 varios
laboratorios (87,88) demostraron con mitocondrias aisladas el "control respi
ratorio®, que consiste en el control de Ta velocidad de 1a respiracion por
la disponibilidad de fosfato inorgdnico y del aceptor de fosfato, ADP. Se
propuso que este fendmeno que requiere de un cierto grado de integridad es-
tructural, era un reflejo de la capacidad del organismo como un todo para
ajustar su respiracidn a la necesidad real de energia. El control respira-
torio pasé a ser un pardmetro importante en el estudio de la transformacién
de la energfa en mitocondrias a niveles bioquimicos, fisiolégicos y patold-
gicos {89). Otra caracteristica de Ta alta organizacidn de las mitocondrias

intactas, descubierta por Kielley y Kielley (90), es la actividad ATPasa

"latente" estimulada por agentes que dafian la estructura de las mitocondrias.

Cuando se agregaba 2,4-dinitrofenol, desacoplante de la fosforilacidén oxida-
tiva, se observaba un aumento de la actividad ATPasa y Ta supresidn del con-
trol respiratorio (88,91). Estas observaciones indicaban que el acoplamien-

to de la respiracion a la fosforilacién requeria una integridad estructural
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de las mitocondrias ademds de un conjunto de enzimas funcionales. Estos
descubrimientos estimularon el interés en determinar la relacién estequiomé
trica de la formacidn de ATP y la localizacidn del proceso de fosforilacion
en la cadena respiratoria. Una de las estrategias usadas se basd en determi
nar la razén P/0 (o P/2e-) en diferentes sitios de la cadena respiratoria.
Para este tipo de estudios se usaron diferentes sustratos naturales, o dado-
res artificiales de electrones como ascorbato + citocromo c¢ (92) o TMPD (93)
o menadiol {94). También se recurrid a aceptores artificiales de electrones
por ejemplo ferricianuro (95), coenzima Ql (96), combinados con inhibidores
del transporte de electrones tales como cianuro para la citocromo oxidasa
(18), antimicina A para el segmento citocromo b-c (66,82,97), amital (84) o
rotenona {85) para el flujo de electrones entre NADH y coenzima Q para deli-
mitar los sitios en estudio.

Chance y Williams a mediados de la década de 1950 (98) introdujeron
un gran avance técnico para el estudio de la fosforilacion oxidativa. Ellos
desarrollaron un espectrofotdmetro de doble longitud de onda con la suficien
te energfa para el uso de suspensiones concentradas de mitocondrias y combi-
nado con un electrodo de oxfgeno. Por este procedimiento pudieron determi-
nar en forma simultanea el estado de dxido-reduccifn de varios compenentes
de la cadena respiratoria espectrofotométricamente, y el consumo de oxigeno
por medicién polarogrdfica. Estas determinaciones se realizaron para dife-
rentes estados metabdlicos de las mitocondrias, por ejempio: durante la res-
piracion en presencia de un sustrato y fosfato, con y sin ADP (estado 3 y
estado 4). La transicidn entre los dos estados estaba acompafada por los

cambios en el estado de 6xjdo-reduccién, caracteristicos de ciertos trans-

portadores de electrones, algunos estaban mds reducidos, otros mas oxidados.




los sitios de fosforilacién en la cadena respiratoria se determinaron al lo-
calizar esos puntos de entrecruzamiento. Al mismo tiempo se calculé la ra-
zG6n ADP/0 o P/0 segin el aumento del consumo de oxigeno producido por la
adicién de una cantidad determinada de ADP.

Con esta metodologia se determinaron los tres sitios de fosforila-
cién presentes en la cadena respiratoria y localizados entre: NADH y cito-
cromo by citocromo b y citocromo c, y citocromo c y oxigeno. En cada sitio
se sintetiza una molécula de ATP a partir de ADP y de fosfato inorgdnico
cuando pasan dos electrones. E1 mecanismo real de estas fosforilaciones
permanecia no obstante, incierto.

En 1946, Lipmann (99) sugirid que las fosforilaciones en la cadena
respiratoria tenfan un mecanismo similar al de la fosforilacidn en 1a glico
1isis, donde el dador de electrones forma un derivado fosforilado al oxidar
se:

AH, + B+ PiTT A~P + BH,
A~P + ADPZTZ A + ATP

AH, + B + ADP + Piez= A + BH2 + ATP

Sjendo A y B transportadores de &xido-reduccion.

En los primeros anos de la década de 1950, Racker (100) estudiando
la oxidacién de gliceraldehido-3-fosfato, y Lynen y Reichert (101) ufiTizan—
do piruvato, describieron el papel de los ésteres de tiol como intermedia-
rios de alta energfa, esto facilitd el camino para dilucidar el mecanismo
de la etapa de fosforilaci6n unida a la oxidacidén de 2-oxoglutarato en mito-
condrias (;02). También fue Ta primera demostracién que la energia de las

reacciones de oxidacién puede ser conservada sin la formacidén de compuestos

fosforilados de "alta energfa®.
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Entusiasmado por estos resultados, Slater en 1953 (103) considerd
la posibilidad que fosforilaciones unidas a las reacciones de 6xido-reduc-
ci6n de la cadena respiratoria podrfan también seguir el camino de los in-
termediarios de alta energia no fosforilados, la idea de Slater es hoy cono
cida como hipdtesis quimica de la fosforilacidn oxidativa. Esta hipdtesis
propone dos postulados: a) 1a energfa se conserva antes de la intervencién
del fosfato inorgénico; b) la energfa se conserva en un compuesto de "alta
energia” que se formarfa por la unidn del producto oxidado de Ta reaccién
con un ligando hipotético C. El1 intermediario de "alta energia" reacciona-

ria entonces con fosfato y ADP:

AH, + B + CZXZ A~C + BH2

2
A~C + ADP + Pi== A + C + ATP

AHZ +B+ADP + PIiZTZT A 4 BH2 + ATP

E1 mecanismo propuesto por Slater estaba apoyado por varios descu-
brimientos relacionados con la fosforilacidn unida a la cadena respiratoria,
por ejemplo, el fendmeno del control respiratorio podrfa ser explicado al
suponer gue en ausencia de Pi y/o ADP, se acumularia Av C y esto produciria
una inhibicidn del transporte de electrones. Este mecanismo también expli-
carfa el efecto de 1os desacopladores gue suprimen el control respiratorio
y la fosforilacién oxidativa y estimulan la actividad ATPasa, al sugerir
que los desacopladores provocan la ruptura del compuesto AvCen Ay C. De
manera similar, el dafio estructural podria inducir una ruptura de A~ C, esto
explicarfa por qué fragmentos de la membrana mitocondrial, tales como aque-
11os de la preparacidn de Keilin y Hartree, pueden respirar en ausencia de

Pi (103).
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Chance y William (98) postularon una extension de la teoria quimica
proponiendo la participacidn de dos tipos de intermediarios de alta energia
no fosforilados, uno de los cuales comtendria un transpotador de 6xido-reduc-
cion y serfa individual para cada sitio de acoplamiento de la cadena respira
toria, y un segundo que no contendria transportadores de oxido-reduccidn y
seria comin para los tres sitios de acoplamiento. En este postulado se reem
plazd "C" por "I" para indicar que este ligando inhibiria la respiracidn al
unirse a un transportador de electrones. E1 Tigando I se uniria de preferen
cia al transportador en estado reducido.

Uno de los postulados mds importantes de Ta hipdtesis de Slater y
sus posteriores ampliaciones, fue que 1a energia liberada durante el trans-
porte de electrones en la cadena respiratoria podria ser conservada sin la
participacidn del sistema de fosforilacion. Pruebas experimentales para es-
te concepto fueron obtenidas a fines de la década de 1950 y principios de la
década de 1960 por una serie de descubrimientos, principalmente: la inver-
<ién de la reaccién de fosforilacién unida a la cadena respiratoria (104,
105). Posteriormente se 11egd al concepto general de que el transporte de
electrones a través de losdos primeros sitios de acoplamiento de la cadena
respiratoria es reversible y que depende: del equilibrio dindmico entre los
sistemas respiratorio y de fosforilacidn (106).

La inhibicién de la fosforilacién oxidativa por oligomicina (107),
permitié demostrar la transferencia de energia en forma directa desde Tos
sitios de acoplamiento de la cadena respiratoria hacia otras funciones que
realizan las mitocondrias, como por ejemplo, la reaccidn de transhidrogena-
cién de nicotinamidas descubierta por Danielson y Ernster (108), la termo-

génesis (109) y Tos transportadores de iones entre Tos cuales es relevante
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la incorporacitn de Ca+2 dependiente de energia (110), que permitid abrir
un importante capitulo de la investigacion en mitocoﬁdrias desde entonces
hasta nuestros dias.

A pesar de la gran cantidad de informacidn que se acumulé durante
Jos afios de la década de 1950 y la primera mitad de la década de 1960 en
relacién a las vias y a los componentes que participan en Ta transformacidn
de 1a energfa en mitocondrias, la aclaracion del mecanismo de fosforilaciodn
unido al transporte de electrones progresd muy poco. Si bién la mayoria de
los resultados experimentales concordaba con las predicciones de un mecanis
mo quimico como el formulado por Slater (103) y ampliado posteriormente por
Chance y Williams (98), que involucraba un *intermediario de alta energfa”
como transformador de energia entre el transporte de electrones y la sinte-
sis de ATP, no hubo éxito en el aisiamiento o identificacidn de dicho inter-
mediario pese a los esfuerzos de muchos laboratorios. La mayorfa de Tos com
ponentes de la cadena respiratoria fue propuesto en aigin momento, al menos
como parte de ese intermediario. Se considerd también alguna participacion
de Ca+2 (111) y de k¥ + valinomicina (112) en la formacién de ese intermedia
rio de alta energia debido a la incorporacién activa de esos cationes en mi-
tocondrias que respiran, pero con ninguno de los intermediarios.propuestos
se logré comprobar experimentaimente el mecanismo quimico.

En 1965 Boyer {113) propuso que las etapas de dxido-reduccidn pro-
ductoras de energia en 1a cadena respiratoria podrian 1levar a estados con-
formacionales "energizados" del catalizador que participa en esa reaccion.
Estos estados conformacionales de los catalizadores de éxido-reduccién indu-
dirian l1a formacién de un enlace covalente de alta energfia en una molécula

adyacente a la ATPasa, con el resultado de que se podria ahora sintetizar
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ATP a partir de ADP y Pi. Este mecanismo dio una explicacifn alternativa
de cémo se conservarfa la energia en los catalizadores del transporte de
electrones o en la enzima que sintetiza ATP, pero no dio una respuesta Gtil
para el mecanismo por el cual l1a energia puede ser traspasada "entre" aque-
Jias enzimas. A mediados de la década de 1960 habla evidencias de que la
energia de las mitocondrias podia ser traspasada a un ndmero relativamente
grande de entidades que transforman energia y que incluye los tres sitios
de acoplamiento de la cadena respiratoria, el sistema de sintesis de ATP,
la transhidrogenasa de nucledtidos de nicotinamida y los transportadores
de iones entre otros. Pero parecia poco probable que todas estas enzimas

y transportadores transfirieran energia mediante una colision directa de mo-
1éculas dentro de Ta membrana.

Una solucidn a este problema se abrid en 1961 cuando Mitchell (114)
dio a conocer su hipétesis quimiosmética, que posteriormente amplid para pro
poner un mecanjsmo general sobre el acoplamiento de la energia en la respira
cidén y en la fosforilacién fotosintética (115). De acuerdo a esta hipdtesis,
la conservacién de la energia en los centros de Gxido-reduccidn de la cadena
respiratoria se produciria mediante la generacion de una gradiente de proto-
nes a través de la membrana de acoplamiento. La gradiente se generaria por
la accién de transportadores de iones de hidrégeno y de electrones alternati
vos los cuales formarfan ondas que irfan desde un ladc al otro de 1a membra-
na, de manera tal, que los iones de hidrdgeno serfan incorporados en un lado
de 1a membrana y liberados en el otro lado. Propuso también que la membrana
misma tiene una ATPasa reversible que transpertaria protones y utilizaria es-
ta gradiente de protones generada por los centros de dxido-reduccidn de la

cadena, para la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi. Ese mismo aho




Williams (116) propuso un mecanismo en el cual el paso de electrones por la
cadena respiratoria generaria un flujo de protones qﬁe seria la fuerza que
conduce a la sintesis de ATP, sin embargo, en lugar de establecer una gra-
diente a través de la membrana como en el caso de la hipdtesis quimiosmoti-
ca, supuso que este flujo de protones ocasionarfa un aumento localizado
de la actividad de los protones en la fase de lipidos dentro de la membrana
provocando una deshidratacitn del sitio activo de 1a ATPasa y de esa manera
promoveria la condensacion del ADP y Pi para formar ATP (117). E1 mecanis
mo propuesto en la hipdtesis quimiosmética despertd especial interés, ya
que dio una explicacién racional del papel de la membrana en las fosforila-
ciones oxidativa y fotosintética, y constituyd un punto de unidn entre es-
tos procesos y el transporte activo.

Histdricamente el concepto de transporte vectorial de protones se
origind de la idea de Lundegdrd en 1945 (118), quién sugirid que si los
centros de 6xido-reduccion del sistema de citocromos estaban organizados en
forma anisotrdpica a través de la membrana, los protones serfan producidos
en un lado y consumidos en el otro. En sus estudios de la secresion de
icido clorhidrico por la mucosa gdstrica, Davies y Ogston (119) concluyeron
en 1950 que en la secrecidn de protones estarfan participando dos mecanismos
en forma paralela: a) una bomba de protones unida a reacciones de dxido-
reduccién y b) una bomba de protones conducida por la hidrélisis de compues-
tos labiles de fosfato, por ejemplo fosfato de creatina.

La hipGtesis quimiosmética se basa en cuatro postulados (115):

a) una ATPasa que transporta protones; b) uma cadena con centros de d6xido-re
duccién que transporta protones; c) un sistema de intercambio por difusidn

que acopla el transporte de. protones a 1a de aniones y cationes y que
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permite la entrada y.salida de metabolitos esenciales; y d) una membrana im-
permeable a iones, en la cual se basan Jos sistemas de los puntos a), D) ¥
c).

la fuerza del movimiento de protones, Ap o AuH+, como la designan
muchos investigadores, se definid (115, 120) como la suma del potencial
eléctrico (AY ) y la diferencia de pH { ApH) que existe entre ambos lados de

1a membrana de acuerdo a la ecuacion:

Ap (0 Apyt) =AY - ZApH

donde Z =-2,303RT/F y tiene el valor de -59 mV cuando Ap (o ApH+) y AY es-
tan expresados en mV y ApH en unidades de pH.

E1 estreno oficial de la hipdtesis quimiosmdtica fue en 1961 (114).
Una de las razones que se dieron para proponer esta hipotesis fué la de
“wreconocer el cardcter esquivo de los intermediarios C o I, al admitir que
ellos pueden no existir". Poco tiempo después Mitchell (121) demostrd que
los desacopladores de la fosforilacion oxidativa actidan como conductores de
protones a través de las membranas de mitocondrias y de bacterias.

Mitchell y Moyle (122, 123) demostraron que la adicidén de oxigeno
a mitocondrias sometidas a un estado anaerdbico en presencia de ;n sustrato
unido a NAD® producfa una liberacidn de protones con una estequiometria de
6H+/0, y que 1a proporcién de los componentes eléctrico y quimico de la fuer
sa del movimiento de protones variaba con las condiciones experimentales.
Esto concordaba completamente con las predicciones de la hipdtesis gquimiosmd
tica. La primera evidencia independiente que 11amé mucho la atencidn fue
gl experimento del "bafio 4cido” de Jagendorf y Uribe (124), con el cual de-
mostraron que una gradiente de protenes jmpuesta a través de la membrana

tilacoide de cloroplasto conduce a Ta sintesis de ATP.




23

Los progresos posteriores en esta drea eran totalmente dependientes
de un desarrolio tecnolégico que hiciera posible la demostracién y 1a cuan-
tificacion de la fuerza del movimiento de protones y de sus componentes
eléctrico y quimico (125,126). La disponibilidad de electrodos suficiente-
mente sensibles, combinados con jondforos adecuados y especificos para iones
y para protones y de varias pruebas opticas, fueron de gran importancia ade-
mis de la introduccién por Skulachev, Liberman y sus colaboradores (127), de
una serie de aniones y cationes orgdnicos sintéticos, entre ellos varios com
puestos con boro muy {tiles para la determinacidn de Ap . Varias técnicas
fisico-quimicas elegantes, que facilitaron 1a medicidn de las fases transi-
toria§ de eventos electroquimicos, especialmente de aquellos que acompanan
la fosforilacidn y el transporte de electrones inducides por la luz, fueron
desarrollados en el laboratorio de Witt (128). Otro evento crucial inicia-
do en el laboratorio de Racker (129,130) y perfeccionado por el grupo de
Skulachev (131,132), fue la elaboracién de métodos para incorporar transporia
dores de iones, ATPasas y catalizadores del transporte de electrones con sis
temas transformadores de energia, en vesiculas artificiales de fosfolipidos.

Gracias a estas técnicas y a la gran cantidad de datos experimenta-
les recogidos en muchos laboratorios, los cuatro postulados bdsicos de la
hip6tesis quimiosmética de Mitchell fueron comprobados a mediados de la déca
da de 1970. Se establecid que en mitocondrias y en particulas sub-mitocon-
driales se produce una gradiente de protones entre ambos lados de la membra-
na concomitante con el transporte de electrones o la hidrélisis de ATP, y
que la generacién de una gradiente de protones por el transporte de electro-
nes puede ser utilizada para la sintesis de ATP. Se demostré también que la

membrana interna de las mitocondrias contiene un sistema de transportadores




de iones, especifico para cada ﬁustrato y que 1a membrana misma tiene una
baja permeabilidad a los protones y a otros iones. ﬁesu]tados similares se
obtuvieron para cloroplastos y bacterias. La incorporacidn en Tiposomas

de complejos aislados de la cadena respiratoria que representan a los tres
sitios de acoplamiento de la cadena (133,134), de la ATPasa (135) y de la
transhidrogenasa (136), dio como resultado la generacidn de una gradiente

de protones a través de la membrana. Ademds cuando fueron incorporados en
un mismo liposoma uno de los tres complejos y la ATPasa, el complejo fue ca-
paz de realizar la fosforilacidn oxidativa (137,138).

La hipbtesis quimiosmética ha sido tema de mucho debate. Algunas
criticas (139,140) dirigidas a los principios bdsices de 1a hipStesis, han
sido rechazados (141), otras criticas referente a detalles del mecanismo
de Mitchell han conducido a modificaciones menores de la hipdtesis (142).
Este debate adn continGia. Una revision sobre este campo (143) muestra sin

embargo, que la idea bdsica de esta hipdtesis:

termogénesis
transporte de electrones —= Ap —= sintesis de ATP
transhidrogenacion

translocacién de iones
ha sido aceptada ampliamente desde mediados de la década de 1970 como "dogma
central® de la bioenergética de membranas.
En los Gltimos afios la investigacién de la transformacidn de energia

en las mitocondrias se ha centrado principalmente en tres enfoques (143):

a} el mecanismo del transporte de protones por varias unidades que

transForman energia; b) el posible papel de los cambios conformacionalies de

proteinas como primer acontecimiento en la transformacién de energia; Yy




25

c) la posible implicancia de los mecanismos electroquimicos Tocalizados (in-
tramembrana), en la transferencia de energia entre uﬁidades que transforman
energia.

Un tema polémico y muy activamente discutido es el relacionado con
el mecanismo del transporte de  protones. De acuerdo a Mitchell (115),
el nlmero de protones transportadoéa través de la membrana interna de las mi
tocondrias por cada par de electrones transferidos en cada sitio de acopla-
miento de la cadena respiratoria es 2, 1o que concuerda con el concepto de
las ondas de 6xido-reduccidén. Estimaciones de otros Taboratorios (144,145)
indican valores mds altos, probablemente 3 o 4, To cual sugiere la existen-
cia de bombas de protones (146) puestas en duda por Mitchell (147). Una
parte de esta Tesis, el estudio de la estequiometria del transporte de

protones, se relaciona con dicha polémica.

B. CONSTITUCION DE LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES.

Las enzimas de dxido-reduccién que participan en el transporte de
electrones son complejas tanto en su estructura como en su mecanismo de ac-
cidén. Se encuentran incrustadas en Ta membrana interna de las mitocondrias
y resulta muy diffcil su extraccidn en forma soluble, asi como su purifica-
cion.

La cadena estd formada por una serie de transportadores de electro-
nes capaces de experimentar cambios reversibles en sus estados de Gxjdo-re-
duccion. E1 Esquema 1 muestra el ordenamiento de los transportadores de
electraones de la cadena, ademds de Tos sitios de acci6n de algunos inhibido-
res caracteristicos y la localizacidn de los sitios de conservacidn de ener-

gia. Los transportadores de electrones pueden ser moléculas orgdnicas rela-

tivamente simples como 1a ubiquinona o coenzima Q, o nucledtidos como el
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Esquema 1. Constitucion de La Cadena Thansportadora de Electrones de Mito-
condrias.

Las abreviaturas son FMN, proteina con flavin mononucle6tido de la FP1; FeS,
centros de oxido-reduccién fierro-azufre; FAD, proteina con flavin adenina
dinucleftido de Ta FP2; cit b, c, etc., citocromos; UQ, ubiquinona; FP1,
NADH-deshidrogenasa, FP2, succinato-deshidrogenasa; FP3, FTE-deshidrogenasa;
FP4, glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa; FP5, dihidrolipoil-deshidrogenasa,
y FPg, colina-deshidrogenasa. No todos los centros FeS estdn localizades

en proteinas individuales. Reproducido de Lehninger, A.L. (74).




NADH; o estructuras proteicas como las flavoproteinas, las proteinas fie-
rro —-azufre y los citocromos. La estructura en memﬁrana permite fijar fir-
memente los componentes de la cadena respiratoria en un ordenamiento secuen
cial que facilita la transferencia de electrones entre ellos, lo cual deter
mina una alta eficiencia del sistema. Cada componente estd situado respec-
to de sus vecinos de manera tal que el transporte de electrones se realiza
con la mayor especificidad evitdndose reacciones laterales. En el Esquema
1 se indica ademds, los puntos de entrada de los electrones provenientes de
las distintas deshidrogenasas. La coenzima Q recibe la gran mayorfa de los
electrones que provienen de los procesos oxidativos celulares. Los electro
nes son transferidos a la coenzima Q por las siguientes enzimas: a) NADH-
deshidrogenasa; b) succinato-deshidrogenasa; c) glicerol-3-fesfato-deshidro
genasa; d) FTE (flavoproteina de transferencia de electrones)~deshidrogena-
sa y e) colina-deshidrogenasa. Todas ellas son flavoproteinas (148, 149).
En cambio hay un sélo dador de electrones al oxigeno: el citocromo aag ¢ ci
tocromo oxidasa. Entre la coenzima Q y el citocromo aa, se encuentran va-
rios transportadores intermedios: los citecromos b, Clyc,Vy algunas pro-
tefnas fierro-azufre.

Por fraccionamiento salino de la membrana interna de mitocondrias,
en presencia de sales biliares, es posible aislar complejos constituidos
por varias protefnas que reflejan el ordenamiento de los constituyentes de
la cadena respiratoria. Estos complejos son: el compiejo 1 {NADH-coenzima
Q-reductasa), el compiejo II (succinato-coenzima Q-reductasa), el compliejo
111 (coenzima Q-citocromo c-reductasa) y el complejo IV {citocromo oxidasa)

(150,151} .
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C. EL TRANSPORTE DE EQUIVALENTES REDUCTORES A TRAVES DE LA CADENA RESPIRATO-
RIA. -

En las mitocondrias, el hidrogeno es extraido de las reacciones de
6xido-reduccidn que se realizan en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos
por 1a molécula de nicotinamida-adenin-dinucieotido, o NAD+. Cada molécula
de NAD+ acepta dos electrones y un protén. El protén y uno de Tos electro-
nes se unen a un atomo de carbono de la molécula de NAD+ y el otro electrén
neutraliza la carga positiva, obteniéndose la forma reducida NADH. E1 NADH
cede sus dos electrones y un protén al FMN de 1a NADH-deshidrogenasa. En
este proceso el NADH es oxidado y el FMN habiendo aceptado dos electrones y
un protén, capta un protén adicional del medio interno delimitado por la mem
brana con lo cual es reducido a FMNH,.

Mediante un mecanismo todavia desconocido, el FMNH, transfiere los
dos dtomos de hidrdgeno desde la superficie interna de la membrana hasta la
superficie externa donde los dtomos son jonizados y Tos protones liberados
al medio extramitocondrial. De esta manera los dos primeros protones han si-
do transportados a través de la membrana, de acuerdo a la teoria quimiosmoti-
ca (152). Los dos electrones son transferidos a protefnas fierro-azufre.

‘ Al ceder los dos protones y los dos electrones el FMNH2 retorna a su estado
oxidado para ser nuevamente reducido por el NADH. Algunos investigadores
han postulado que los protones serian Tiberados por el FMNH2 en el interior
de la membrana y que llegarian al medio externo a través de otro transporta-
dor (153).

Las proteinas fierro-azufre transfieren dnicamente electrones, no
dtomos completos de hidrégeno, cada proteina fierro-azufre transporta un

electrén. Existen diversos tipos de proteina fierro-azufre en este tramo
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de 1a cadené respiratoria. Se ha propuesto la existencia de al menos seis
o siete centros fierro-azufre, dos o tres binucleares y cuatro tetranuclea-
res. La razén entre fierro y flavina podria ser de 22 a 1 (153). Las pro-
tefnas fierro-azufre deben estar ordenadas en 1a membrana de forma tal que
puedan transferir los electrones nuevamente hacia el interior de 1a mitocon-

dria.

Fl

Las proteinas fierro-azufre transfieren un total de dos electrones
a la ubiquinona o coenzima Q. La coenzima Q en el estado de oxidacidn maxi-
ma (forma quinona} contiene dos dtomos de oxTgeno unidos al anillo por do-
bles enlaces. Al unir un dtomo de hidrdgeno a uno de los oxigenos se crea
Ja forma semiquinona o QH*, en la forma mds reducida 1lamada hidroquinona o
QHZ’ los dos oxigenos tienen unidos dtomos de hidrdgeno.

Dos moléculas de coenzima Q captan respectivamente un electrdn que
procede de las proteinas fierro-azufre y un protdn del medio interno para
formar dos moléculas de semiquinona (QH*). Dos electrones mds son suminis-
trados entonces por otra proteina de la cadena respiratoria, el citocromo b,
y al captar dos protones mds del medio intramitocondrial se forman dos molé-
culas de QH2. La coenzima Q es soluble en la matriz 1ipidica de la membra-
na, 1o cual le permite migrar como molécula de una a otra parte de la membra
na {(152). Las dos moiéculas de hidroquinona atraviesan la membrana desde 1a
superficie interna, donde toman un total de cuatro dtomos de hidrdgeno, hasta
la externa donde cada molécula de QH2 cede un electrdn al citocromo cy Y 1i-
bera un protdn hacia el exterior de 1a mitocondria. En consecuencia, el nd-
mero de protones transportados hasta el momento es de cuatro. Las moléculas
de coenzima Q en el estado de semiquinona ceden cada una su protén restante

al medio externo {(liberando los G1timos dos del total de seis protones)
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y tranfieren el electrén que 1levan asociado al citocromo b. Los electrones
son devueltos a 1a coenzima Q, atravesando la membraﬁa para formar nuevamen-
te dos moléculas mds de hidroquinona a partir de dos moléculas de semiquino-
na, constituyéndose 1o que se conoce como el ciclo de la coenzima Q (154,
155).

Los citocromos €ys incluidos en 1a superficie exterior de la membra-
na, transfieren los dos electrones al citocromo ¢ que estd situado sobre la
superficie exterior. A continuacidn, los dos electrones pasan al citocromo
a, y atravesando Ta membrana por @ltima vez Tlegan hasta el citocromo as.
Finalmente, el citocromo g es oxidado por el oxigeno molecuiar. Los dos
electrones son cedjdos a un dtomo de oxigeno y dos protones son captados
desde el medio interno de las mitocondrias, formdndose una molécula de agua
(156).

Se ha propuesto en los ditimos ahos que la citocromo oxidasa genera
también la fuerza de movimiento de protones por el transporte de protones
unida a reacciones de dxido-reduccién, pero por un mecanismo diferente, me-
diante una bomba de protones unida a reaccijones de Gxido-reduccidn (157).

Durante esta serie de reacciones de O6xido-reduccion, un par de elec-
trones atraviesa tres veces la membrana en ambos sentidos y extrae cada vez
dos protones. E1 primer paso por medio de la FMNHZ, ingreso a través de las
proteinas fierro-azufre, y nueva salida por la hidroquinona. El segundo in-
greso se efectfa por medijo del citocromo b, los electrones reducen otro par
de moléculas de coenzima Q y migran por tercera y (ltima vez a la superficie
exterijor de 1a membrana. Posteriormente vuelven al interior de 1a mitocon-
dria a través del sistema de citocromos para reducir al oxigeno (Esquema 2}.

Este flujo de electrones genera una corriente eléctrica. La diferencia de




MEMBRANA

EXTERNA qﬂﬁ};
MEMBRANA ;
INTERNA Mu‘b

F

L et at e

AREA

iT
MITOCONDRION MOSTRADA

Esquema I1. La Membrana Interna del Mitocondridn.




Esquema II. La Membrana Interna del Mitocondnidn. En la membrana inter-
na de las mitocondrias se encuentran incluidas las enzimas y otros compo-
nentes de la cadena respiratoria. La disposicidon de las moléculas no se
conoce todavia con seguridad; este modelo es, en cierto modo, hipotético.
La respiracion comienza en el NADH, el cual cede dos electrones y un pro-
tén al flavin-mononucleétido (FMN); otro protdn es captado del medio inter
no, de manera que la forma reducida de Ta molécula (FMNH2) tiene dos dto-
mos de hidrdgeno completos. Los protones son expulsados y los electrones
retornan a la superficie interna de la membrana a través de las protefinas
fierro-azufre. Una vez alli, los dos electrones son cedidos a dos molécu-
las de ubiquinona (Q), cada una de las cuales adquiere un protdn y da lu-
gar a la forma semiquinona (QH*). A diferencia de Tos otros componentes
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de la cadena respiratoria, las quinonas migran probablemente como moléculas
completas a través de la membrana (lineas de trazos). Cada semiquinona cap
ta un electrén mis del citocromo b, y con un protdn procedente del interior
de la mitocondria da a Tugar a la forma hidroquinona (QHz), que es el esta-

do mis reducido. Cada hidroguinona cede un electrdn al citocromo ci, y se
1ibera al exterior el protdn correspondiente. Los dos electrones restantes
son devueltos al ciclo por medio del citocromo b, y se Tiberan los dos protones

que faltaban para completar el nlmero de seis. Por ditimo, ios dos electro
nes cedidos al citocrome c, atraviesan la membrana al pasar por los citocro

mos C, & y a3 hasta Tlegar al oxigeno, que de esta forma es reducido a
agua. ET complejo F_F,-ATPasa completa el circuito de protones. En el,
por cada dos protoneg }ntroducidés se sintetiza una molécula de ATP. La
energia generada por la gradiente de protones puede ser utilizada para
otros procesos, como por ejempio la reduccidn de NADPT por NABH, el trans-
porte de jones Cat2 y Nat, el intercambio de ADP por ATP, entre otros.
Reproducido de Hinkle, P.C. y McCarty, R.E. (158).




potencial entre el NADH y el oxigeno es de alrededor de 1,2 voltios, y la
intensidad total de las mitocondrias de un adulto en feposo es de aproxima-
damente 100 amperios, generdndose 120 Watt de potencia (158).

La energia se almacena en la gradiente de protones en dos formas,
es decir, la gradiente tiene dos componentes. Un componente es la diferen-
cia de concentracién o actividad quimica de Tos protones a ambos lados de
1a miembrana. Los protones tienden a difundir desde una regidn con alta con-
centracién hasta otra regidén con baja concentracién cuando se establece una
via entre la membrana. La energia de la gradiente de concentracién se deter
mina por la diferencia de pH a través de la membrana. La carga eléctrica
transportada por los protones da a lugar al segundo componente de la energia
de la gradiente. E1 movimiento neto de cargas a través de la membrana crea
una diferencia de potencial eléctrico y todas las particulas cargadas son
afectadas por el campo electrostdtico resultante. La energia total de la
gradiente de protones es la suma del componente quimico o de concentracion y
del componente eléctrico (115).

Debido a la diferencia de concentracidén y de potencial eléctrico, un
protén expulsado de una mitocondria experimenta una fuerza que tiende a in-
troducirlo de nuevo. La entrada del protdn en respuesta a esta fuerza puede
utilizarse para efectuar un trabajo, como por ejemplo, el de 1a fosforila-
cién del ADP, o la transhidrogenacidn, etc. También esta diferencia de po-
tencial electroquimico puede utilizarse para la entrada de algin idn, como

Ca+2.

D. LA FOSFORILACION DEL ADP.
La enzima que cataliza la reaccidn de fosforilacién del ADP o sinte-

sis de ATP es el compiejo ATP sintetasa o FgFjATPasa o H+-ATPasa, que tiene




dos componentes principales 1lamados F0 y Fl' E1 componente F1 tiene la for
ma de una esfera que sobresale de la membrana interna'hacia la matriz y esta

unido a F0 por un tallo. F0 estd incrustado en la membrana interna y se ex-

tiende a través de ella (Esquema 2). El sufijo de Fo’ la letra o, indica
que es la porcidon de 1a ATP sintetasa que une al antibiético tdéxico oligomi-
cina, potente inhibidor de esta enzima y por tanto de la fosforilacidn oxida
tiva.

F1 aislado es incapaz de sintetizar ATP, solamente Ta hidroliza, ra-

z6n por la cual se le conoce con el nombre de FlATPasa.

F. se ha obtenido en forma de cristal (159). Tiene un peso molecular

1
de alrededor de 380.000 daltons, contiene nueve subunidades de cadenas poli-
peptidicas de cinco diferentes tipos ordenadas dentro de un racimo, con va-
rios sitios de unién para ATP y ADP. Estos cinco tipos de subunidades han
recibido diferentes nombres, pero la terminologia mds cominmente empleada se
refiere a ellas como subunidades a, 8, v, 8, y & de acuerdo a sus pesos mole
culares en orden decreciente.

Los H™ son transportados a través de la bicapa de la membrana inter-
na por el componente F0 de la enzima, que es el canal de H". La subunidad
& ( y probablemente también Ta subunidad €) de Fy estd en contacto directo
con el canal t y actdia como un "tapén" del sistema F0 de transporte de H+
La subunidad y sufre cambios conformacionales que inducen la abertura o cie-
rre del canal de W por l1a subunidad & (y Ta subunidadg ). E1 "sensor" que

determina los cambios conformacionales de la subunidad y seria la subunidad

g , la cual posee el sitio catalitico para la sintesis de ATP. La subunidad

o pareceria ser un regulador de la actividad de la enzima (160).

Las subunidades PCSO (proteina que confiere sensibilidéd a




oligomicina) y F6 son los factores de unidn entre el componente F1 y el
componente Fo’ conforman el tallo de la enzima y no estan relacionadas con
la catdlisis (160).

Existe también una proteina de bajo peso molecular 1lamada proteina

inhibidora de la ATP sintetasa, que se une a la subunidad g para inhibir la
actividad catalitica. E1 mecanismo involucrado en la liberacidn de esta
proteina inhibidora para que se exprese la actividad, estaria gatillado por
el potencial electroquimico (160).

E1 mecanismo por el cual la enzima cataliza la sintesis de ATP a par
tir de ADP, fosfato inorgdnico y energia electroquimica no ha sido complieta
mente establecido. Una de las causas que ha dificultado ia resolucion del
mecanismo, es el hecho que el sitio catalitico se encuentra en la subunidad
g de la cual existen dos a tres especies dependientes unas de otras, por lo
cual se requiere la integridad funcional de uno de 1os sitios para que fun-
cionen los otros. Asf, la ATP sintetasa posee dos a tres sitios cataliti-
cos que funcionan en forma concertada.

Se han propuesto varias hipdtesis para explicar como la enzima cata-
1iza la sintesis de ATP. La diferencia principé1 de los tres mecanismos
propuestos radica en la naturaleza de la fuerza que conduce a la sintesis
de ATP.

En una de las hipétesis (A), Tos H' se utilizarfan directamente en el
sitio catalitico e inducirfan la sintesis de ATP (161). Una vez formado el

ATP ocurriria un cambio conformacional en F1 que resultaria en su Tibera-

cién. Inmediatamente se unirfan nuevas moléculas de ADP y fosfato inorgdni

can + - p . .
co en ese sitio y los H conducirian la sintesis de una segunda molécula

de ATP. No existen evidencias directas que apoyen este mecanismo, pero adn




esta proposicién es vdlida.
En la hipdtesis B, los protones fluirfan a través del componente de

1a membrana para inducir un cambio conformacional en Fl’ el cual conduciria
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a la liberacidn de ATP ya existente en la enzima, simultaneamente se unirfia

ADP y fosfato inorgdnico a un segundo sitio. Si la enzima tuviese tres sub-

unidades 8, se podria acomodar fdcilmente un tercer sitio en este modelo
(162). E1 hecho que la unidn de inhibidores a una subunidad B suprima las

propiedades cataliticas de la ATP sintetasa, sugiere que este mecanismo po-

dria ser esencialmente correcto, sin embargo, la evidencia es indirecta pues

la accidn de inhibidores podria ser explicada por el mecanismo anteriormente

enunciado o por el mecanismo siguiente.

En la hipdtesis C, el fiujo de H" inducirfa por medio de un reordena-

miento de la estructura cuaternaria de Fl, un cambio en la posicion del si-
tio catalitico hacia una ambiente de menor constante dieléctrica. La sinte
sis de ATP se produciria cuando ADP y fosfato inorgdnico, presentes en el
sitio catalftico con ambiente de alta constante dieléctrica pasaran a un am
biente de menor constante dieléctrica (163). No existen evidencias direc-
tas que apoyen esta teorfa.

La informacién disponible no favorece ninguna hipdtesis en particu-
lar. Es posible que ninguna de ellas sea la correcta.

Para que la fosforilacidn oxidativa tenga Tugar se requiere los sus-
tratos ADP y fosfato inorgdnico que son producidos principalmente en el me-
dio extramitocondrial. E1 ATP sintetizado en Tas mitocondrias debe salir
al citosol donde aportard la energia necesaria para que se realicen los pro
cesos endergénicos. El paso de este compuesto a través de la membrana mito

condrial interna ocurre mediante un transportador especifico. El
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transpotador de hucledtidos de adenina transporta especificamente una molécu
la de ADP hacia el interior de Ta mitocondria con una molécula de ATP que sa
le al citosol. E1 transportador consiste de una proteina ubicada a través
de la membrana interna que es capaz de unir ADP en su sitio especifico de

1a cara citos6lica. E1 intercambio ADP/ATP es mediado por un cambio confor-
macional de esta proteina. Este transportador es inhibido especificamente
por el glucGsido atractilosido (Esquema 2) (47,164).

E1 fosfato inorgdnico ingresa a la matriz mitocondrial en intercambio
con iones OH- a través de otro transportador (158). Este transportador espe-
cifico para fosfato es inhibido por agentes que bloquean grupos -SH como la
N-etil maleimida (Esquema 2) (47). Evidencias recientes indican que fosfato
entraria junto con HY hacia la matriz mitocondrial (74).

E. TRANSPORTE DE Ca™?

EN MITOCONDRIAS.

La membrana mitocondrial interna posee sistemas de transporte que pro
mueven el movimiento de algunos metabolitos y de iones inorgdnicos entre la
matriz mitocondrial y el citosol circundante. Estos sistemas de transporte
son elementos constituyentes de la compartimentalizacidon y regulacidn de la
energia del metabolismo y participan ademds en otras actividades metabdlicas
importantes (47).

tas mitocondrias de los tejidos animales pueden acumular también algu

+2 +2 2

R +2 . +
nos cationes comoe Mn “, Fe'“, Sr = y muy particularmente Ca =, en contra de

altas gradientes (165).

Mitocondrias aisladas de higado de ratas pueden acumular con alta afi
nidad Ca+2 desde el medio de suspensidén hacia 1a matriz mitocondrial en un
proceso energéticamente acoplado al transporte de electrones de la cadena

2

. . . . . + . .
respiratoria (166). La incorporacidn de Ca = en las mitocondrias es




impulsada principalmente por el potencial eléctrico negativo del lado inter-
no de la membrana interna {alrededor de 180 my ) genefado por el paso de elec
trones equivalentes a través de la cadena respiratoria, ya que en presencia
de inhibidores de la cadena transportadora de electrones, 1a liberacidn de
K" enddgeno al usar valinomicina como jondforo induce la incorporacidn de
Ca+2 debido a que se ha generado un potencial de membrana (Esquema 2) (166).
Se ha observado durante la entrada de Ca+2 una estimulacidn en la res
piracion {167), cambios en los estados de 6xido-reduccidn de algunos compo-
nentes de 1a cadena respiratoria (168) y liberacidn de protones (144,169).
La energia requerida para la incorporacidn de Ca+2 puede ser obtenida no sf-
1o de 1a oxidacién de sustratos en la cadena respiratoria sino también de la
hidrélisis de ATP. Esta incorporacidn tiene lugar a través de un transporta
dor especifico, presenta una cinética de saturacién, es inhibida directamen-

3 z e indirectamente por N-etilmaleimida y

te por rojo de rutenio, La+ vy Mg+
otros reactivos que se unen a grupos sulfidrilos {170). E1 proceso es ade-
mis estimulado por fosfato y otros aniones que transportan H+, tales como
acetato, propionato, butirato y f-hidroxibutirato (171).

por cada par de electrones transportado desde el NADH hasta el oxige-
no se acumulan 6 iones Ca+2 procedentes del-citosol y se postula que se 1ibe
ran 6 (158) o 12 (170) iones H¥. Por 1o tanto, se acumularfan 2 iones Ca+2
y se liberarian 2 a 4 iones H+ por cada centro de conservacidén de energia,
de tal manera que 2 iones Ca+2 producirfan la misma cantidad de consumo ex-
tra de oxigeno que 1 molécula de ADP, en mitocondrias de mamiferos (165).

La energia liberada por el transporte de glectrones puede emplearse
tantopara 1levar a cabo 1a acumulaciénde ca*? como para la.sintesis de ATP, pero

la acumulacion de Ca+2 es predominante sobre 1a fosforilacidn de ADP (172).
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Las mitocondrias pueden también liberar Ca 2 desde 1a matriz, proce-
so que se realiza a través de otro tansportador, el cual es inhibido especi

ficamente por el anestésico local nupercaina. En consecuencia existen por

2, uno que opera principalmente

. . i . . ‘o - t2
como mecanismo de incorporacién y otro como mecanismo de liberacion de Ca ~.

2

1o menos dos sistemas de transporte de Ca”

La capacidad de las mitocondrias para incorporar y liberar Ca” permite que

se origine un flujo de ca*? Tento, continuo y ciclico a través de la membra

2 puede participar al menos

2

. R . +
na interna. Se ha sugerido que este ciclo de Ca

en parte, en la regulacidn de 1a concentracién de Ca+ 1ibre del citosol,

que normalmente es muy baja, (aproximadamente 0,1 a1 M) en comparacion
con la que existe en el 1iquido extracelular, por o menos 103 veces mayor

(165,170,173,174).

2

cualquier cambio en la velocidad de entrada o de salida de Ca'¢ alte-

2 entre el citosol y la matriz de las mitocon-

raria 1a distribucidn de ca*
drias. Por otra parte se ha postulado también, que la funcidn mas importan
te del transporte de Ca+2 mitocondrial seria regular la concentracidn de

+2

Ca ' intramitocondrial (173,174).

2 entre citosol y matriz mitocon-

Los cambios de concentracidn de ca’
drial, desencadenados por estimulos hormonales, eléctricos u otros, podrian
modular procesos celulares tales como metabolismo, motilidad, exocitosis,
transporte a través de membrana, transmision del impulso nervioso y divisién
celular, ya que regularfan las actividades de algunas enzimas como lipasas.
fosfolipasas, proteinas quinasas, fosfodiesterasas y enzimas de la matriz
mitocondrial que proporcionan equivalentes reductores a la cadena respirato
ria (174).

En general las propiedades del proceso de incorporacidn de Ca+2
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descrito anteriormente, han sido observadas en mitocondrias de todos los

tejidos de rata y en mitocondrias de varios tejidos de otros mamiferos, an-
fibios, reptiles, aves y peces, sin embargo no se ha observado el transporte
de Ca+2 de alta afinidad en mitocondrias de alrededor de 15 diferentes plan-

tas superiores, levaduras y hongos superiores (165).

F. EFECTOS NUTRICIONALES SOBRE LAS FUNCIONES DE LAS MITOCONDRIAS.

E1 metabolismo energético depende del estado nutricional en que se
encuentra un ser viviente,

Los estudios de alteraciones en las actividades de T1as mitocondrias
por diferentes estados nutricionales han sido principalmente orijentados a
los efectos que produce el ayuno por periodos no superiores a 7 dias o
a deficiencias en nutrientes especificos, pero muy poco se sabe sobre los
efectos que produce una desnutricion drdstica prolongada.

La respiracidn corporal total estd disminuida en ratas ayunadas seis
dfas. E1 ayuno produce ademds pérdida de peso corporal, pérdida de peso
y disminucion del contenido de proteinas de Tos diferentes drganos siendo
en higado > rifién > corazén. Estos cambios estdn acompafiados por una mayor
reduccidén de la actividad deshidrogenasa succinica en: higado y rifién, pero
en corazdn no hay cambio significativo de esta actividad. E1 andlisis de
algunas actividades enzimdticas marcadoras para mitocondria {citocromo oxi-
dasa), lisosoma (fosfatasa dcida}, reticulo endopidsmico (glucosa-6-fosfata-
sa) y membrana plasmdtica (5'-nucleotidasa) de higado de rata, muestra que
también estdn disminuidas (175). Ademds Ta cantidad de proteina, DNA y RNA
mitocondrial es menor (176).

Se ha demostrado en corazén de ratas sometidas a ayuno durante siete

dfas que los niveles de glucosa, fructosa-1,6-difosfato, Tactato, alanina,
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glutamato y ADP estdn disminuidos; los niveles de fructosa-6-fosfato,
g-hidroxibutirato, acetoacetato y ATP estan aumentadﬁs (177). Ademds Tos
niveles de metabolitos del ciclo de los dcidos tricarboxilicos: citrato,
isocitrato, a-cetoglutarato, malato y oxalacetato estdn levemente aumenta-
dos. Se ha observado también, una marcada hipoglicemia, hipercetonemia e
hipocitricemia. E1 flujo de metabolitos a través de la via glicolitica
estd disminuido por inhibicidn de la fosfofructoquirasa {177, 178} y hay

un aumento de la utilizacidn de aminodcidos y una disminucién de los 1ipi-
dos como fuente energética, a pesar del alto nivel de cuerpos cetdnicos cir
culantes. Por otra parte las actividades especificas de las enzimas mito-
condriales isocitrato deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, malato deshi
drogenasa y citocromo ¢ oxidasa disminuyen en un 11 a un 23% (177).

En mitocondrias de higado de ratas que han sido sometidas a ayuno
durante una semana, las velocidades de oxidacidn de diferentes sustratos
en los distintos segmentos de la cadena respiratoria estdn drdsticamente dis
minuidas (179}, pero no se observan cambios en la capacidad para oxidar 11pi
dos, la velocidad de utilizacion de palmitoilcarnitina, la actividad especi-
fica de la carnitina palmitoiltransferasa y la produccién de cuerpos cetdni
cos (180).

La composicion de la dieta juega un papel importante en el metabolis-
mo energético. Cuando se alimenta a ratas hembras durante la gestacidn, lac
tancia y después del destete con dieta de bajo contenido proteico (8%), se
observa que el peso corporal y el peso himedo del higado son menores (181)

y el potencial de crecimiento queda permanente deteriorado, ain cuando la
rehabilitacidn nutricional se inicie al momento del destete (182), EI

consumo de oxigeno de las mitocondrias de higado de estas ratas cuando los
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sustratos son piruvato + malato es similar al de ratas controles durante la
lactancia y destete. Cuando el sustrato es succinato el consumo de oxigeno
del grupo alimentado con baja cantidad de protefnas es menor en el estado 3
y en el estado 4 en el perfodo post-destete (181 ). Ratas alimentadas con
dieta de "cafeteria" con bajo contenido de protefnas (7%) depositan mds gra-
sa en sus tejidos que ratas controles, pero tienen menor crecimiento y menor
eficiencia energética. La actividad de Tanzadera de a-glicerofosfato es

dos veces mayor en las mitocondrias de higado de ratas sometidas a una die-
ta baja en proteinas que en organelos control (183).

Cambios en la cantidad o tipo de carbohidratos en la dieta materna
afectan funciones de las mitocondrias de la progenie. Las velocidades de
consumo de oxigeno y de sintesis de ATP en mitocondrias de higado son meno-
res en ratas alimentadas con sacarosa, ya sea en la lactancia a través de
la madre o en la dieta después del destete, cuando se compara con ratas con
troles alimentadas con dietas que contienen almidén como fuente de carbohi-
dratos (184).

La cantidad y composici6én de 1ipidos de la dieta es importante en la
actividad de las mitocondrias. Al usar aceite de maravilla como fuente de
1ipidos se observa un aumento de la velocidad de consumo de oxigeno asocia-
da con un desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa (185). La alimenta
cién prolongada de ratas con 1ipidos de cadena larga como el &cido ericico,
altera la eficiencia del metabolismo oxidativo de una variedad de sustratos
mitocondriales que son oxidados a nivel del sitio I o del sitio II de fosfo
rilacién (186 ,187), ya que la composicién de los dcidos grasos ingeridos
afecta la composicién de los dcidos grasos del fosfatidilglicerol mitocon-

drial (188).




Deficiencias en vitamina E conducen a disminuir 1a respiracién en mj
tocondrias de higado de rata (189). Las mitocondrias se hinchan mas rdpida
mente tanto en forma espontdnea como en presencia de glutatidon ya que la vi
tamina E estaria involucrada especialmente en la permeabilidad de la membra
na (190). E1 efecto de deficiencia de vitamina E en la dieta puede ser con
trarrestado con una dieta adecuada de vitamina C, la cual disminuye la sus-
ceptibilidad de peroxidacién en el higado y restituye la respiracitn y la
velocidad de hinchamiento de mitocondrias a niveles normales (191).

Estudios realjzados en misculo esquelético de ratas muestran que la
carencia de fierro en la dieta produce disminuciones en las actividades oxi
dativas de las mitocondrias sin afectar la eficiencia de 1a respiracién
(192). Sin embargo, el contenido de Tas proteinas Fe-S y las actividades
de las deshidrogenasas estdn disminuidas (193).

Por otra parte, hay una estrecha relacidon entre el nivel de 1ipidos

en un tejido determinado y la cantidad de Ca+2

ingerido. Los niveles de co
lesterol, esfingomielina y fosfatidiletanolamina son elevados en el higado,
en cambio, los fosfolipidos estan disminuidos en el mldsculo esquelético y

pulmén en animales deficientes en Ca+2. Los niveles de triglicéridos en ri
fion, higado, cerebro y tejido adiposo estdn aumentados en ratas alimentadas

2

con una dieta rica en Ca® (194).

. +2 v . -
Los niveles de Ca ~ en cerebro y en tejido adiposo son mds altos en

ratas deficientes en Ca+2

(194). La naturaleza de los 1ipidos de Ta dieta

puede afectar la composicién de los dcidos grasos y fosfolipidos de la mem-
brana mitocondrial y la formacidn de membranas que tengan estructura y con-
figuracidn correctas parece ser esencial para una mayor capacidad oxidativa.

Dietas ricas en proteinas producen hipercalciuria {(195), por
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2

reduccién de la reabsorcidn renal de Ca+2 (196), y aumento del ca™® fecal

(197), aln cuando la actividad de las proteinas intestinales que unen Ca+2
no esté aumentada (198).

La desnutricidon energética-proteica altera el contenido de DNA, RNA,
coldgeno y Ca+2 en mandibula y en huesos largos de ratas en periodo de lac-
tancia (195), ademds la actividad fosfatasa alcalina que estd relacionada
con la formacidén de la matriz 6sea (200) y con el crecimiento y desarrollo
del esqueleto (201), y la actividad fosfatasa dcida, relacionada con la
reabsorcién de los tejidos duros (202)se encuentran disminuidas principal-
mente en los huesos largos, ya que sus crecimientos criticos ocurren en el

periodo post-natal. También el nivel sanguineo de calcitonina, hormona capaz

de regular la actividad de 1a fosfatasa alcalina, estd disminuido (203).

G. PROPOSITOS DE ESTE ESTUDIO.

Es conocido el papel que juegan las mitocondrias en la transforma-
cién de la energia, en la regulacidn de los niveles de Ca+2 citoplasmdtico
y la funcidn que tiene Ca+2 de regular una serie de actividades celulares,
pero muy poco se sabe sobre la influencia del estado nutricional en la acti
vidad de la cadena respiratoria, transporte de Ca+2 y su estequiometria en
mitocondrias intactas.

Como se ha sefialado anteriormente, existen numerosos estudios del
efecto de ayuno por periodos cortos de tiempo (no mds de una semana), o de
la cantidad de proteinas, o efecto de variaciones en la cantidad y la cali-
dad de carbohidratos y 1ipidos de 1a dieta sobre la actividad oxidativa mi-
tocondrial y en algunos casos sobre la absorcidon y excresidn de Ca+2, sin

embargo, no existe informacién sobre el efecto de una desnutricidn proteica
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drdstica en 1a fosforilacién oxidativa y en la incorporacién de Ca+2 por mij-
tocondrias.

Actuaimente, mds de la mitad de la poblacidn mundial padece en algu-
na medida de problemas nutricionales (204,205) que provocan importantes al-
teraciones en el sistema oxidative mitocondrial, entre otros. Estudios de
este tipo son de gran importancia en paises en vias de desarrollo como el
nuestro, cuya pobiacién, en proporcién importante sufre de problemas nutri-
cionales.

Los estudios realizados para esta Tesis se enfocaron hacia los efec-
tos de una desnutricidn energética-proteica prolongada sobre 1a fosforila-
cién oxidativa y la incorporacion de Ca+2 acoplada al transporte de electro
nes en mitocondrias aisladas de higado de ratas, y sobre las relaciones es-
tequiométricas de las razones Ca+2/5itio y H+/sitio.

La relacidn estequiométrica entre los protones liberados y el trans-
porte de electrones es un tema de mucho interés, por la fundamental impor-
tancia que tiene el cuociente H+/sitio (nimero de protones 1iberados por
par de electrones que pasan a través de un sitio conservador de energia) en
el andlisis del mecanismo de acoplamiento de la energia respiratoria.

La mayoria de los datos disponibies al respecto ha sido obtenida de
mitocondrias de higado de ratas normalmente alimentadas. Es necesario por
1o tanto disponer de datos estequioméiricos sobre mitocondrias de distinta
procedencia,-para comprobar Ta generalidad de las conclusiones obtenidas
hasta ahora. Las mitocondrias aisladas de animales con desnutricidon dréasti

ca constituyen un interesante sistema para estudiar estos para@metros.
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H. PRINCIPALES RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en esta Tesis muestrén que las velocidades
de oxidacidn de sustratos estimuladas por la fosforilacién de ADP o por la
incorporacion de Ca+2 y los indices de control respiratorio estdn significa-
tivamente disminuidos en los tres sitios de acoplamiento en mitocondrias
que provienen de ratas desnutridas, pero la velocidad de incorporacidn de
ADP, las razones ADP/0 cuando se sintetiza ATP, y las razones Ca+2/sitio Yy
H+/sitio cuando se incorpora Ca+2, no estan afectadas. Ademds la actividad
ATPasa es menor en organelos de animales desnutridos. Estos resultados su-
gieren que la desnutricidn drdstica originada por una dieta carente de pro-
tefnas afecta la fosforilacidn oxidativa y la incorporacion de Ca+2, proba-
blemente por la disminucidn del contenido de los citocromos atas, sin embar-
go las relaciones estequiométricas de ambos procesos no presentan alteracio-

nes.




MATERIALES Y METODOS

I. MATERIALES.
A. MATERIAL BIOLOGICO.

Los higados se obtienen de ratas machos de 35 dias de edad de la
cepa Wistar, proporcionadas por el vivero del Departamento de Bioguimica,

Facultad -de Medicina, Divisién Ciencias Médicas Norte, Universidad de Chile.

B. REACTIVOS.

Acido ascdrbico, dcido p-amino benzoico, dcido etilengiicol-bis {g -
aminoetil éter),N,N,N*,N'-tetraacético (EGTA), dcido félico, &cido 4-(2-hi-
droxietil)}-1-piperazina-etanosulfénico (Hepes), dcido nicotinico, adenosina-
5'-difosfato (ADP), adenosina-5'-trifosfato (ATP}, albiimina de suero de bovi
no cristalizada y liofilizada (ASB}, antimicina A, arsenito de sodio, atrac-
tilosido {ATR), 1,4-bis-[2-{5-feniloxazolil)] benceno (POPOP), carbonato de
sodio, carbonil cianuro-m-clorofenithidrazona (CCCP), a-~celulosa, citocromo
¢, clorhidrato de tiamina, cloruro de colina, desoxicolato de sodio, 2,5-di-
feniloxazol (PPO), N-etilmaleimida (NEM), a-D(+)-glucosa, myo-inesitol,
g-nicotinamida adenina dinucleotide forma reducida (NADH), oligomicina, pan-
totenato de calcio, piridoxina, retinol, riboflavina, rotenona, sacarosa,
sulfato de magnesio, N,N,N',N'-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD), a-focofe-
rol, vitamina BlZ’ vitamina 02 y vitamina K, son productos de Sigma Chemical
Co., St. Louis., U.S.A.; dcido acético, acido clorhidrico 0,1 N patrdn, aci-
do succinico, dcido tricloroacético (ATC), citrato de sodio, cloruro de cal-
cio, cloruro de cobalto, cloruro de magnesio, cloruroc de potasio, cloruro

de zinc, ditionito de sodio, ferricianuro de potasio, fosfato de potasio
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monobdsico, fosfato monocdlcico dihidratado, fluoruro de sodio, selenito de
sodio, sulfate de cobre, sulfito de sodio y yoduro de potasio son productos
de E. Merk AG-Darmstat, West Germany; citrato ferroso y sulfato de mangane-
so son productos de J.T. Baker Chemicals Co., Phillipsburg, N.J., U.S.A.;
cloruro de sodio y molibdato de amonio tetrahidratado son productos de

May y Baker Ltd., Dagenham, England; hidréxido de potasio es un producto de
Analar BDH Chemical Ltd., Poole, England; cloruro de 1itio es un producto
de Fisher Scientific Co., Fair Lawn, N.J., U.S.A.; dcido L-glutdmico es un
producto de General Biochemicals, Chagrin Falls, Ohio, U.S.A.; cloruro de
calcio 0,1 N patrdn es proporcionado por Radiometer, Copenhagen, Denmark;
14C-adenosina-S'-difosfato (14C-ADP), sal trisddica, 50.0 mCi/mmol es un
producto de New England Nuclear, Boston, U.S.A.; tolueno es un producto pro
porcionado por Shell Chile S.A., Vifia del Mar, Chile; aceite de maiz Topa-
cio(R) es un producto de Industria Nacional de Alimentos Ltda., Santiago,
Chile; almidén de papa (chufio) es un producto de N. Daetz Cia. Ltda.,

(R)

es un producto de Industrias

(R)

Lianquihue, Chile; almidén de maiz Maicena
de Maiz y Alimentos S.A., Llay-Llay, Chile; azicar flor Florencia es un
producto de Comercial Florencia Ltda., Santiago, Chile; crema de leche
Pac(R) es un producto de Pac-Yeli Productos Ldcteos Ltda., Santiago, Chile,
y manteca hidrogenada vegetal es un producto de COPRONA S.A., Santiago,

Chile.

IT. METODOS.
A. TRATAMIENTOS DE LOS ANIMALES Y DIETAS.

Se usaron los siguientes grupos de animales:
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a) Grupo con Desnutnicidn Energ€iica-Proteica Drdstica {DEPD) .

La desnutricién energética-proteica drastica (DEPD) se provoca con
el siguiente modelo experimental: al momento de nacer, 16 crias de 1a misma
camada son alimentadas por una nodriza durante 21 dias. Se destetan y por
un periodo de 14 dias se les ofrece agua y una dieta sin proteinas ad £ibi-

Aum, cuya composicifn se muestra en 1a Tabla I {206).

b) Grupo Noamal.

Al momento de nacer, 8 crias de la misma camada son alimentadas por
una nodriza durante 21 dias. Se destetan y durante 14 dias se les proporcio
na agua y una dieta balanceada cuya cantidad de proteinas es no menor de

22,5% ad Libitum, adquirida en FABALIM, Chile.

B. PREPARACION DE MITOCONDRIAS.

Las mitocondrias de higado de ratas machos de 35 dias de edad de am-
bos grupos son aisladas por el procedimiento usual de nuestro Taboratorio
descrito por Gil y col., (207). Los animales son sacrificados por decapita-
cién. Los higados son extraidos y depositados en un vaso de precipitado
que contiene alrededor de 20 ml de sacarosa 0,25 M ajustada a pH 7,2. Una
vez determinado el peso, los higados se trozan y se lavan varias veces con
sacarosa 0,25 M (pH 7,2), se suspenden en nueve volumenes de medio de homo-
genizacidon (sacarosa 0,25 M, EGTA 0,5 mM y ASB al 1% p/v, pH 7,2) y se homo-
geinizan suavemente con tres pasos a 50 rpm en un homogenizador de vidrio
con bistago de tefldn.

E1 homogeneizado se centrifuga a 600 x g durante 10 min para descar-
tar Jos nicleos y las células que no se han roto. La fraccion sobrenadante

se centrifuga a 10.000 x g durante 10 min.




TABLA 1

Composicion porcentual de los ingredientes de la dieta sin proteinas.

Ingredientes %
Almidén de Maiz 31,30
Crema de leche 31,30
Glucosa 7,82
Grasa vegetal 6,26
Aceite de maiz 6,26
Almidén de papa 4,69
Mezcla de minerales 2 3,13
o-celulosa 3,13
Mezcla de vitaminas hidroso]ub]esb 1,88
Mezcla de vitaminas 11poso]ub]esc 1,25

a)

b)

ta mezcla de minerales contiene (en porcentaje}: KZHPO4 32,77; CaCly
30,48; NaC1 17,02, MgSG, 10,36; CaHPOa x 2H20 7,625 citrato de fierro
1,02; Mn S04 0,51; ZnC]% 0,08; CuS04 0,051; KI 0,010; NaF 0,010; CoCl2
0,003, vy N623803 0,0005,

La mezclia de vitaminas hidrosolubles contienelen g/Kg de mezcla de vitami-
nas): cloruro de colina 31,50; dcido p-aminobenzoico 15,80; pantotenato
de calcio 7,89; riboflavina 7,89; clorhidrato de tiamina 6,31; inositol
3,20; dcido nicotinico 1,58; clorhidrato de piridoxina 0,16; dcido félico
0,16; biotina 0,03 y vitamina 812 0,0016, y almiddn de maiz 946,40.

La mezcla de vitaminas liposolubles contiene(eng/kg de mezcla de vitami-
nas): o -tocoferoi 50,0; retinol 0,45; vitamina K 0,05, y vitamina
02 0,0075, y almiddén de maiz 950,0.
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F] sedimento obtenido se suspende suavemente en 1/3 del volumen ori-
ginal con sacarosa 0,25 M, pH 7,2 y se centrifuga a 10.000 x g durante 10
min. E1 sedimento obtenido se suspende suavemente en Ta mitad del Gltimo vo
Tumen con sacarosa 0,25 M, pH 7,2. El sedimento final se suspende suavemen-
te en sacarosa 0,25 M, pH 7,2 y se ajusta a una concentracidn de proteina de
50 mg/ml.

Todos los pasos se realizan entre 0-4°C, se utiliza una centrifuga
Sorvall modelo RC-2B con un rotor SS-34.

C. PREPARACION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES.

Las particulas submitocondriales se obtienen mediante ruptura por
ultrasonido de las mitocondrias de higado de ratas normales y desnutridas
segiin una modificacién del método de Ruzicka y Crane (208). Las mitocon-
drias se suspenden en sacarosa 0,25 M {pH 7,2} a una concentracidn de protei
na de 30 mg/ml. La sonicacidn se realiza en un sonicador Braun-Sonic 1510
con un bdstago de titanio de tamano intermedioc (127 mm de longitud y 9,5 mm
de didmetro) a una potencia de 200 Watt. Para establecer las mejores condi-
cijones de sonicacién, se midi6é la actividad NADH oxidasa en funcidn del tiem
po de sonicaci6n para ambos tipos de particulas submitocondriales. La Figu-
ra 1 muestra que las mds altas actividades NADH oxidasa se obtienen al soni-
car 7 veces durante 1 min, con intervalos de 3 min, para mitocondrias de ra-
tas normales y 5 sonicacjones de 1 min con iguales intervalos para mitocon-
drias de ratas desnutridas. Todas las sonicaciones se realizan en un vaso
de precipitado de 30 ml enfriado por una solucidn de NaCl en hielo. El so-
brenadante que se obtiene al centrifugar a 26.000 x g durante 15 min en una
centrifuga Sorvall con un rotor $S-34, se centrifuga a 105.000 x durante

45 min en una centrifuga Beckman L2-65B con un rotor tipo 40. E1 sedimento
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Figura 2. Efecto del Tiempo de Sonicacidn de Mitocondiias Noamales y con
DEPD sobhe La actividad NAPH-Ox{idasa. Las velocidades de oxidacifn de
NADH por mitocondrias de higado.de ratas normales (e) y con DEPD (A) se
miden como se describe en la seccidn de Materiales y Métodos a los tiempos
de sonicacidn indicados. E1 sistema de ensayo en un volumen de 3,0 ml
contiene: fosfato de potasio 100 mM (pH 7,4), citocromo ¢ 0,032 mM, NADH
0,075 mM y 1 mg de proteina mitocondrial. Los resultados se expresan como
porcentaje de la actividad mayor que se alcanza a un tiempo de sonicacidn.
La velocidad de oxidacidén de NADH correspondiente a 100% de actividad es
0,050 + 0,004 AAB 0/min por mg de proteina de mitocondrias de higado de
ratas normales y 6,035 + 0,004 AAzgqp/min por mg de proteina de mitocon-
drias de higado de ratas con DEPD. Los valores son los promedios + D.S.
para cinco (normal) y seis {con DEPD) determinaciones independientes de
grupos de ratas. Significancia (normal contra desnutridas) P<0,025.
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de 105.000 g que contiene las particulas submitocondriales se lava 2 veces
con sacarosa 0,25 M (pH 7,2}, centrifugando a 105.0Dd X g durante 45 min
cada vez. Las particulas submitocondriales se resuspenden en sacarosa

0,25 M, pH 7,2 a una concentracidon de proteina entre 15-20 mg/ml y se guar-

dan a -20°C.

D. DETERMINACION DE: CONSUMO DE OXIGENO, MOVIMIENTO DE PROTONES E INCORPORA-
CION DE ION Ca+2 EN MITOCONDRIAS INTACTAS.
a) Consumo de Oxfgeno.

Se mide polarogrdficamente con un electrodo de tipo Clark N°5331
(Yellow Springs Instrument Co.). La sefial es amplificada por un monitor de
oxigeno YSI modelo 53 y registrada en un inscriptor de 1 canal Goerz RE 511,
cuya diferencia de potencial de entrada es 100 m¥. La solubilidad del oxi-
geno del aire en agua a 25°C y 760 mm de Hg de presién atmosférica es 516
nanodtomo-gramos/ml. Se usa esta solucidn como patrdn para calibrar el elec
trodo de oxigeno 100% de saturacidn, previa correccidn de la presidn atmos-
férica, y el 0% de saturacién se calibra al agregar cristales de ditionito
de sodio o una solucidn neutra o débilmente bdsica de sulfito de sodio
0,02 M burbujeada previamente con nitrégeno (209},

b} Movimiento de H.

Se mide con un electrodo combinade de vidrio (Thomas 4094 L25) de
respuesta rapida y de alta sensibilidad. La sefial de electrodo es amplifica
da por un medidor de pH digital Orion modeio 801 y registrada en un segundo
inscriptof de 1 canal Goerz modelo RE 511, cuya diferencia de potencial de
entrada es 10 mV. Las cantidades absolutas del movimiento de H se determi-

nan por titulacidn con patrdn HC1 0,1 N.
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e} Incorporacitn de Ldn Ca+2.

Se mide con un electrodo selectivo para idn Ca+2 (Radiometer,
F 2112 Calcium Selectrode). La sefial de eiectrodo es amplificada por un me-
didor de pH Radiometer modelo PHM 84 Research y registrada en un inscriptor
de 1 canal Goerz modelo RE 511, cuya diferencia de potencial de entrada es
1 V. Las cantidades absolutas de Ca+2 incorporado se determinan utilizando
una solucidn patrdn de CaC12 0,1 N.

Los medios de reaccion para determinar consumo de oxigeno, movimien-

2 en un volumen de 2,0 o 5,0 m1 contenian

to de H e incorporacidn de Ca’
LiCl 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 3 mM (pH 7,2), fosfato de potasio 0-2 mM

(pH 7,2) y 1,25-2,50 mg de proteina mitocondrial/ml (210). La concentracidn
de los diferentes sustratos fue: glutamato 2,0 mM, o succinato 2,5 mM, o as-
corbato 5,0 mM + TMPD 0,5 mM. Otras adiciones fueron las siguientes: ADP
entre 0,1-0,2 mM, idn Ca'” (CaCl,) entre 0,0-0,2 ml, rotenona entre 0-6 M
antimicina A entre 0,0-0,6 M y CCCP 0,1 pM; segin se indica en las Tablas

y Figuras. Los sistemas de incubacidn fueron equilibrados con mitocondrias
durante 2 min a 25°C antes de la determinacidn de las velocidades de consumo

- . . + . +
de oxigeno, movimiento de H e incorporacidn de Ca 2.

Los valores represen-
tan el promedio de experimentos independientes como se indica en las corres-
pondientes Tablas y Figuras. Todas Tas determinaciones se realizaron inme-

diatamente de obtenidas las mitocondrias.

E. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NADH OXIDASA.

Esta actividad se midi6 utilizando una modificacidn del método des-

crito por Singer (211). ET sistema de ensayo en un volumen de 3 ml contenia:

fosfato de potasio 100 mM (pH 7.4), citocromo ¢ 0,032 mM, NADH entre

0,0075-0,075 mM y 0,12 mg de particulas submitocondriales. La disminucidn
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de 1a absorbancia a 340 nm ( A340) se midid en un espectrofotémetro de do-
ble haz Shimadzu modelo UV-210 A.
F. ACTIVIDAD ADENOSINA TRIFOSFATASICA

La hidr6lisis del ATP por el complejo H'-ATPasa (EC 3.6.1.3) se de-
termind en mitocondrias intactas de higado de ratas normales y desnutridas.
£1 medio de reaccidn en un volumen de 2,0 o 5,0 ml contenia diferentes com-
binaciones, segdn se indica en las respectivas Tablas y Figuras, de los reac
tivos: sacarosa 0-250 mM, LiCl 0-117 mM, NaCl 0-50 mM, KC1 0-50 mM, mante-
niendo la osmolaridad entre 0,25-0,26 osM; Hepes 10 mM (pH 7.4) y 2-5 mg de
proteina mitocondrial. Los sistemas se preincubaron durante 3 min a 25°C;
y se agregd simultaneamente ATP 3 mM y CCCP 0-1 uM, segin se indica en las
respectivas Tablas y Figuras, para iniciar Ta reaccién. Otras adiciones
fueron: succinato 5 mM, rotenona 1,6 pM, antimicina A 0,16 yM, oligomicina
1 yg/mg de proteina, atractilosido 0,01 mM, i0n Mg+2 (MgCia) 150 yM e idn
ca*? (caCl,) 0,2 mM.

A los tiempos indicados se tomaron alicuotas de 0,2 ml 1as que se
transfirieron a tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad que contenian 0,2 ml
de ATC 20% p/v (concentracién final 10%). Después de ser centrifugados a
12.000 x g durante 15 seg, se determind el fosfato inorgdnico (Pi) en el so-
brenadante segin el método descrito por Baginski y col., (212) que consiste
en: a 0,2 ml de sobrenadante se agrega 1,0 m! de reactivo A-ATC (ATC 10%
p/v y dcido ascdrbico 2% p/v), 0,5 ml de molibdato de amonio tetrahidratado
1% p/v, 1 ml de reactivo A-C (dcido acético 2% p/v, citrato de sodio 2% p/v
y arsenito de sodio anhidro 2% p/v) y 0,3 ml de agua. Después de 15 min,
se mide la absorbancia a 700 nm en un espectrofotémetro de doble haz

Shimadzu modelo UY¥-210 A, usando como referencia 37.5 nmoles de fosfato de
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potasio monobdsico. La Figura 2 muestra una curva de calibracidn con fosfa

to de potasio.

G. VELOCIDAD DE HINCHAMIENTO DE LAS MITOCONDRIAS.

La velocidad de hinchamiento de las mitocondrias de higado de ratas
normales se midié mediante una modificacion del método descrito por Brierley
y col., (213). E1 método se basa en 1a disminucién de la absorbancia de una
suspension mitocondrial producida por 1a entrada de un compuesto capaz de
arrastrar agua. E1 medio de suspensidn de 1,0 ml contiene: sacarosa 0,15-
0,25 M, KC1 0-50 mM, Hepes 10 mM (pH 7,4) y 1 mg de proteina mitocondrial.
E1 sistema se preincubd durante 3 min a 25°C, y se agregd simultdneamente
ATP 3 mM y CECP 1 (M en presencia o ausencia de ATR 0,01 mM, segiin se indica
en la Tabla o la Figura respectiva. La disminucion de la absorbancia a
540 nm (AA540) se midid en un espectrofotémetro de doble haz Shimadzu mode-

1o UV-210 A.

H. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CITOCROMOS.

La determinacién cuantitativa de los 4 citocromos:a+a3, b, cpyc
se efectud simultdneamente en una alicuota de la suspensidn de mitocondrias
ﬁe ratas desnutridas y normales, de acuerdo al método de Wiltiams (214}, El
espectro diferencial entre 650 nm y 500 nm se determing a 25°C en un espec-
trofolémetro de doble haz Shimadzu modelo UV-210 A. La muestra reducida
con cristales de ditionito de sodio contenia en 1 ml: 5 mg de proteina mito
condrial, fosfato de potasio 20 mM (pH 7,4), desoxicolato de sodio 2% p/v
y ascorbato de sodio 5 mM, y la referencia oxidada contenia en 1 ml: 5 mg
de proteina mitocondrial, fosfato de potasio 20 mM (pH 7.,4), desoxicolato

de sodio 2% p/v y ferricianuro de potasioc 5 mM. Las concentraciones
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de los citocromos se calcularon segiin el método de Wiliiams (214). Las con
tribuciones de los citocromos a la maxima y minima absorbancia de cada cito
cromo en particular son conocidas, {Tabla II) de manera que se pueden formu-
lar simultdneamente 4 ecuaciones con 4 incégnitas:

= AA

i

21,0 Xl + 10,3 X2 - 3,12 X3 + 0,63 X4 a

550-535

it

6,51 X; + 18,8 X, + 2,55 X3 + 0,95 Xy = a5 = Mgy 5ag

-1,16 X; + 0,91 X, + 14,3 X5 - 0,326 X, = 235 = Mges 577

-0,22 Xl - 0,59 X2 + 0,0 X3 +12,0 X4 85" AA

H

605-630

donde:

>
1l

1 {citocromo c) pmoles/ml

>
[p"]
|

= (citocromo cl) umoles/ml

>
It

3 (citocromo b) pmoles/ml

<
1

4 = (citocromos a+a3) pmoles/ml

I. INCORPORACION DE l*C-ADP A MITOCONDRIAS.

La incorporacién de ADP a mitocondrias de higado de ratas normales
y desnutridas se midié segdn el método descrito por Winhler y col., (215),
con algunas modificaciones. Las mitocondrias de higado de ambos tipos de
ratas (0,6 mg de proteina) se incubaron a 5°C con agitacidn constante en un
volumen de 0,2 m]l de medio que contenia: LiCl 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 10

14c_a0p 0,25 mM

mM (pH 7,4). Para iniciar la incorporacifn se agregd
(0,1 pC/m1). La incorporacidn se detuve con 0,02 ml de ATR 0,01 mM a los
tiempos que se indican. Alfcuotas de 100 ul (0,3 mg de proteina) se coloca
ron en filtros de nitrocelulosa (Schleicher y Schuell, grado BA 85, tamafio
del poro 0,45 u}, previamente enfriados por paso 5 ml de medio de incubacién

entre 0-4°C, bajo vacio parcial. El medio de suspensidn fue arrastrado in-

mediatamente a través del filtro por medio de vacio para separarlo de las




TABLA 11

Cambios de los coeficientes de extincidn mM de los espectros diferenciales
(reducido contra oxidado) de los citocromos de la cadena respiratoria.

pares de

Citocromos 605 - 630 563 - 577

longitudes
554 - 540

A absorbancia mmoles-1

at ag 12,0 -0,326
b 0 14,3
¢ -0,59 0,91
o -0,22 -1,16

0,95

2,55
18,8

6,51

550 - 535

0,63
-3,12
10,3
21,0

Valores obtenidos de Williams, J.N.dr.

(214}
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mitocondrias. Las mitocondrias adheridas al filtro se lavaron rdpidamente
con una solucidén de sacarosa 0,25 M fria entre 0-4°C bara remover el medio
adherido y el nucledtido unido inespecificamente. Los filtros se secaron y
se colocaron en tubos de centelleo (POP 0,4% p/v, POPOP 0,2% p/v disueltos
en tolueno). La incorporacién de nucledtido a las mitocondrias se determind
en un contador de centelleo para muestras 1iquidas Tracor Analytical Delta

300.

J. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS.

E1 contenido de proteinas se determind en 3 ml de suspensiones de mi-
tocondrias diluidas 500-1000 veces y en 3 ml de suspensiones de particulas
submitocondriales diluidas 200-500 veces en agua. La diferencia de absorban
cia entre 215 y 225 nm (13A215~225) se midid en un espectrofotdmetro de do-
ble haz Shimadzu UV-210 A. Los valores obtenidos en cada oportunidad, se
compararon con los valores que corresponden a 50 y 100 ug de ASB, de acuerdo
al método de Murphy y Kies (218). La Figura 3 muestra una curva de calibra-

cidn con ASB.

K. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos experimentales se analizaron por el test t de Student. EI
nidmero de observaciones separadas y las desviaciones estandares de las medias
se indican en las diferentes Tablas. Los valores de las Figuras se analiza-

ron por el método de regresién lineal (217).
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Figura 4. Cwwa de Calibracin para La Determinacitn de La Cantidad de
Profelnas. Se utiliza como patrdn una solucidn de albimina de suero de
bovino (ASB) 500 pg/ml. Las determinaciones se realizan como se describe
en la seccidén de Materiales y Métodos.
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RESULTADOS

A. PESO CORPORAL, PESO HUMEDO DEL HIGADO , INGESTA DE ALIMENTO Y CONTENIDO
DE PROTEINA MITOCONDRIAL DEL HIGADO.

£1 modelo de desnutricidn usado en este estudio provoca cambios
drdsticos en el peso corporal, peso del higado y en el contenido de protei
na mitocondrial de ratas macho de 35 dias de edad. Al momento de nacer,
las crias de ambos sexos presentan un peso corporal promedio de 6,2 + 0,5 g
y un peso hiimedo promedio del higado de 0,25 + 0,04 g. Cuando se colocan
16 crias por nodriza la disponibilidad de alimento es menor que para el gru-
po normal que consiste en sdlo 8 crias por nodriza. Al destete el peso cor-
poral promedic del grupo de ratas macho con DEPD es menor que el que presen-
ta el grupo de ratas normales: 35,5 + 2,2 g (normal) y 25,0 + 2,2 g {DEPD).
E1 peso hamedo promedio de los higados también es menor en el grupo de ra-
tas con DEPD, los valores son 1,50 + 0,12 g y 0,82 + 0,07 g para ratas norma
les y con DEPD respectivamente.

Las crias se separan por sexo cuando se destetan. E1 grupo con DEPD
es alimento durante 14 dfas con una dieta sin proteinas y el grupo normal
con una dieta balanceada comercial cuyo contenido de protefnas es no menor
de 22,5% p/p, extracto etéreo no menor de 6,0% p/p y de fibra cruda no mayor
de 5,0% p/p.

E1 contenido en calorias de la dieta sin proteinas es alto (5,81
Kcal/g), pero la ingesta es baja. Las ratas con DEPD de 35 dias de edad
ingieren en promedio sélo 1,57 g/rata por dia, lo cual equivale a9,1 Kcal/

rata por dia. Las ratas alimentadas con la dieta normal ingieren
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6,3 g/rata por dia, equivalente a 21,48 Kcal/rata por dia {Tabla III).

La Tabla III muestra ademds que en el grupo‘de ratas con DEPD el
peso corporal promedio estd disminuido 5 veces y el peso himedo promedio
de los higados 6,4 veces con respecto al grupo normal. Ademds, la cantidad
de proteina mitocondrial promedio de los higados es 27% menor en el grupo
con DEPD.

Fsta menor cantidad de proteina mitocondrial se deberia a una dis-
minucién neta del ndmero de mitocondrias, ya que el nimero de mitocondrias/
mg de proteina mitocondrial permanece inalterado (1,03 x 108 + 2,00 x 10
y 0,98 x 108 + 1,5 % 105 mitocondrias/mg de proteina mitocondrial de higa-

dos de ratas normales y con DEPD respectivamente.

B. ALTERACIONES EN LA FOSFORILACION OXIDATIVA.

a) Actividades Oxidativas.

1. Efecto de Rotenona y Antimicina A sobre Tas Velocidades de Oxidacidn de
Diferentes Sustratos en Mitocondrias Desacopladas con CCCP.

Glutamato, succinato y ascorbato + TMPD son algunos de Tos sustra-
tos que se oxidan respectivamente a nivel de los sitios 1, II y III de fos-
forilacion.

Cuando se desea determinar la velocidad de oxidacidn de succinato,
se utiliza rotenona para inhibir la oxidacidn de sustratos endbgenos que se
oxidan a nivel del sitio I (216).

La Figura 5 muestra el efecto de diferentes concentraciones de rote
nona sobre las velocidades de consumo de oxigeno durante Ta oxidacidn de
glutamato o succinato por mitocondrias de higado de ratas normales y con

DEPD desacopladas con CCCP. Se puede apreciar que a concentraciones
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Figura 5. Efecto de La Concentracidn de Rotenona sobre fas Vefocidades
de Oxidacién de Glutamato y Suceinato en Mitocondrias de Higado de Ratas
Nonmates y con DEPD Desacopladas con CCCP.
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Figura 5. Efecto de La Concentracién de Rotenona sobne fas Velocidades

de Oxidacidén de Glutamato y Succinato en Mitocondrnias de Higado de Ratas
Nonmales y con DEPD Desacopladas con CCCP. Las velocidades de oxidacion

de glutamato y succinato se determinan midiendo las respectivas velocida-
des de consumo de oxfgeno por mitocondrias de higado de ratas normales (o)
y con DEPD (A) como se describe en la seccidon de Materiales y Métodos, en
ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de rotenona indica-
das en la figura. EI sistema de ensayo en un volumen de 2,0 ml contiene:
Licl 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 3 mM, fosfato de potasio 2 mM -a

pH 7,2, 2,5 mg de proteina mitocondrial/ml de ambos grupos de ratas y
CCCP 0,1 uM. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn de
1a velocidad de consumo de oxigeno en ausencia de rotenona. Las velocida-
des de consumo de oxigeno en ausencia de rotenona son respectivamente:
85 + 10 y 68 + 7 n-dtomos-g02/min por mg de proteina de mitocondrias de hi
gado de ratas normales y con DEPD cuando el sustrato es glutamato 2,0 mM
(G); 182+18 y 142+17 n-atomos-g Oz/min por mg de protefnas de mitocondrias
de higado de ratas normales y con DEPD cuando el sustrato es succinato

2,5 mM (S). Los valores son los promedios + D.S. para tres determinaciones
independientes de ambos grupos de ratas. '
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2,5-3,0 uM de rotenona el consumo de oxigeno es inhibido alrededor de un 100%
cuando el sustrato oxidativo es glutamato. En cambio, para la oxidacién de
succinato se observa s6lo un 5% de inhibicién a concentraciones menores de
4 UM rotenona. Este menor efecto de rotenona sobre el consumo de oxigeno
en la oxidacidn de succinato podria deberse a la presencia de sustratos en-
d6genos a nivel del sitio I. El efecto de la rotenona fue similar para mito
condrias provenientes de ratas normales o con DEPD, por lo tanto los estu-
dios de oxidacién de succinato se realizaron en presencia de 4 M rotenona
para ambos tipos de mitocondrias.

Cuando se midid la velocidad de oxidacidon de ascorbato + TMPD,
se agregd antimicina A para inhibir la oxidacidn de sustratos
endGgenos que se oxidan a nivel de los sitios I y II. La Figura & muestra
el efecto de la concentracidn de antimicina A sobre la inhibicién del
consumo de oxigeno durante Tla oxidacidn de succinato o ascorbato +
TMPD. Se observa en ambos tipos de mitocondrias que a concentracionesentre
0,25 y 0,30 uM de antimicina A el consumo de oxigeno fue inhibido en un 90%
en presencia de succinato. Por otra parte,cuande se utiliz6 como sustrato
oxidable ascorbato + TMPD prdcticamente no se observé inhibicidn a concen-
traciones menores de 0,4 uM de antimicina A. Este bajo efecto inhibitorio
del antibiético se deberfa a inhibicién de la oxidacion de sustratos enddge-
nos en los sitios I y/o Il de fosforilacidn.

Antimicina A no inhibe el consumo de oxigenc en un 100% en presencia
de sustratos que se oxidan a nivel del sitio I y sitio II (218); por Tlo tan-
to, la oxidacion de ascorbato + TMPD se realizd en presencia de rotenona

4 M y antimicina A 0,4 yM en ambos tipos de mitocondrias.
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Figura 6. Efecto de £a ConcentraciGn de Antimicina A sobre Las Veloclida-
des de Oxidacién de Succinato y Asconbato + TMPD en Mitocondrias de Higa-
do de Ratas Nowmakes y con DEPD Desacopladas con CCCP.
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Figura 6. Efecto de La Concentracidn de Antimicina A sobre Las Velocida-
des de Oxidacifn de Suceinato y Ascornbato + TMPD en Mitocondrias de Higado
de Ratas Normales y con DEPD Desacopfadas con CCCP. Las velocidades de
oxidacion de succinato y de ascorbato + TMPD se determinan midiendo las
respectivas velocidades de consumo de oxfgeno por mitocondrias de higado
de ratas normales (e) y con DEPD {A) como se describe en la seccion de Ma-
teriales y Mé&todos, en ausencia y en presencia de -diferentes concentracio-
nes de antimicina A que estdn indicadas en la figura. E1 sistema de ensa-
yo es el mismo de la Figura 5, excepto que la concentracidon de
protefna mitocandrial es 1,25 mg/ml proveniente de ambos grupos de ratas.
Los resultados se expresan Como porcentaje de inhibicion de la velocidad
de consumo de oxfgeno en ausencia de antimicina A. Las velocidades de con
sumo de oxfgeno en ausencia de antimicina .A son respectivamente: 178 + 20
y 139 + 15 n-dtomos-g 0y/min por mg de protefna de mitocondrias de higado
de ratas normales y con DEPD cuando el sustrato es succinato 2,5 mM (S);
470 + 32 y 380 * 35 n-dtomos-g 02/min por mg de proteina de mitocondrias de
higado de ratas normales y con DEPD cuando el sustrato es ascorbato 5,0 mM
5.0 mM + TMPD 0,5 mM (A-TMPD). Los valores son los promedios + D.S. para
tres determinaciones independientes de ambos grupos de ratas.
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2 Estimulacion de la Velocidad de 0xidacidn de Succinato por ADP.

La Figura 7 muestra tos resultados de un experimento tipico de medi-
cién simultdnea de las velocidades de consumo de oxigeno y de incorporacién
de Y en mitocondrias aisladas de higado de ratas normales y con DEPD. La
adicién de ADP induce un aumento de aproximadamente 4,7 veces en la velocidad
de consumo de oxigeno lo que equivale a 134,8 nanodtomos-g O/min por mg de
proteina en mitocondrias de ratas normales, en cambio, en mitocondrias de hi
gado de ratas con DEPD la induccidn por ADP de la velocidad de consumo de
oxigeno fue menor, sélo 3,8 veces equivalente a 90,8 nanoatomos-g O/min por
mg de proteina. La estimulacién por ADP de la velocidad de respiracion estd
acompafada de un aumento de Ta velocidad de incorporacion de H+, dicho
aumento es también menor en mitocondrias de higado de ratas con DEPD, 210,0
(normal) y 119,8 (DEPD) nanoiones-g H+/min por mg de proteina. Cuando todo
el ADP agregado es fosforilado, las velocidades de consumo de oxigeno e in-
corporacién de H recuperan sus valores originales de estado 4 de respira-’
cién. Los valores de la razén ADP/0 (nanomoles de ADP agregados/nanodtomos-g
de oxfgeno consumidos) en estas preparaciones tipicas, no presentan variacig
nes significativas y son respectivamente: 1,59 y 1,76 para mitocondrias de
higado de ratas normales y con DEPD.

Este experimento sugiere que las mitocondrias de higado de ra-
tas con DEPD responden de igual manera que las mitocondrias provenientes de
ratas normales en presencia de ADP, sin embargo, las velocidades de consumo
de oxigeno e incorporacidn de protones estdn significativamente disminuidas

en mitocondrias de ratas con DEPD durante la fosforilacidn de ADP.
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Figura 7. Efecto de fa DEPD sobne fa Estimubacidn de La Velocidad de
Oxidacién de Succinato pon ADP en Mitocondaias de Higado de Ratas. Las
velocidades de consumo de oxigeno y de incorporacidén de H* por mitocondrias
de higado de ratas normales (lado izquierdo) y con DEPD (lado derecho) se
miden como se describe en la seccidn de Materiales y Métodos. E1 sistema
de ensayo en un volumen de 2,0 mi contiene: LiCl1 117 mM, KC1 13 mM, Hepes
3 mM. fosfato de potasio 2 mM, 2,5 mg de proteina mitocondrial/ml

de ambos grupos de ratas y rotenona 4 uM a pH.7,2. En los puntos indica
dos por las flechas se agrega succinato 2,5 mM y ADP 0,15 mM. Los nimeros
sobre los trazos indican las velocidades en n-étomos—902 0 n-iones-g H*/min
por mg de proteina.
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3. Estimy]acidn de 1a Velocidad de Oxidacién de Diferentes Sustratos por
ADP.

Los valores promedios obtenidos de varios experimentos para las velo-
cidades de consumo de oxigeno e incorporacidn de HT durante las oxidaciones
de glutamato, succinato y ascorbato + TMPD en ausencia y presencia de ADP se
muestran en ia Tabla IV. Las velocidades de consumo de oxigeno de mitocon-
drias de ratas con DEPD en estado 3 estdn disminuidas en un 23% cuando el sus
trato oxidado es glutamato, 27% con succinato y 26% con ascorbato + T™MPD. De
manera similar las velocidades de incorporacidn de H+ son también menores en
mitocondrias de ratas con DEPD cuando se oxidan los tres sustratos indepen-
dientemente. las disminuciones son respectivamente: 31%, 38% y 30% para la
oxidacidn de glutamato, succinato y ascorbato + TMPD. E1 consumo de oxigeno
en presencia de ADP ya fosforilado (estado 4) estd disminuido aproximadamente
en 18% durante la oxidacién de succinato y ascorbato + TMPD, pero la veloci-
dad de consumo de oxigeno durante la oxidacidn de glutamato permanece inalte-
rada.

La Tabla V muestra los indices de control respiratorio o control acep-
tor, las razones ADP/0 y las velocidades de sintesis de ATP para la oxida-
cidn de glutamato, succinato y ascorbato + TMPD por mitocondrias de higado
de ratas normales y con DEPD. Se puede observar que la velocidad de sinte-
sis de ATP es 25% menor en mitocondrias de ratas con DEPD para los tres si-
tios de acoplamiento. Los indices de control aceptor son también menores
en mitocondrias de ratas desnutridas, pero el grado de disminucidn depende
del nivel del sitio de acoplamiento donde se oxida el sustrato, ast cuando
se oxida glutamato el indice de control aceptor estd disminuido en un 29%,

con succinato un 16% y con ascorbato + TMPD un 7%, sin embargo este (1timo
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valor no es significativamente diferente del obtenido con las mitocondrias
de ratas normales. Los valores de las razones ADP/OIen Tos tres sitios de

acoplamiento no son alterados por la DEPD.

4. Actividad NADH Oxidasa.

Las actividades oxidativas de la cadena respiratoria desde el NADH
hasta el oxigeno se determinaron en particulas submitocondriales obtenidas
al romper por ultrasonido las mitocondrias provenientes de higado de ratas
normales y con DEPD. La Figura 8 muestra las actividades NADH oxidasa en
un gréfico de dobles reciprocas. Los valores de Km aparente para la oxida-
cién de NADH son iguales (15 (M) en ambos tipos de particulas submitocondria
les, pero los valores de Vmax son significativamente diferentes (40% menor);
1,29 pg,q/min por mg de protefna (normal) y 0,78 Mygq/min por mg de protef-

na de particulas submitocondriales provenientes de higado de ratas con DEPD.

b) Determinacidn delf Contenido de Citochomos.

F1 contenido de citocromos de las cadenas respiratorias de mitocon-
drias de higado de ratas normales y con DEPD se determind simultdneamente
desde los respectivos espectros diferenciales de absorcidn (reducidos contra
oxidados) entre 650 y 500 nm como se muestra en la Figura 9. En Tabla VI
se expresa la cantidad de los diferentes citocromos presentes en mitocon-
drias de higado de ratas normales y con DEPD. Se observa que el contenido
de los citocromos b, C; ¥ € es mayor en un 12%, 20% y 26% respectivamente
en las mitocondrias de ratas con DEPD, aunque la diferencia para los valores
de Tos citocromos b y ¢y no es significativa (P<0,5). La cantidad de cito-
cromos a + ag estd disminuida en un 22% en mitocondrias de ratas con DEPD

(P<0,025) con respecto a normales.
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1/v{Az40/min x mg proteina)

1 I !
o) 40 80 120

1/ [NADH] mm~'

Figura 8. Efecto de La Variacidn de La Concentnacidn de NADH sobre f£a
Velocidad NADH-Oxidasa en Partifcufas Submitecondriales de Higado de Ratas
Nonmales y con DEPD. Las particulas submitocondriales obtenidas de mito-
condrias 'de higado de ratas normales (e} y con DEPD (A) se incuban como

se describe en la seccidn de Materiales y Métodos. Los valores son 10s pro
medios + D.S. para cinco (normal) y seis {con DEPD) determinaciones indepen
dientes. Regresién lineal: r = 0,9992 (normal); r = 0,9987 (desnutridas).
Vmax: 1,29 + 0,07 (normal}); 0,78 + 0,04 (con DEPD) AA340/min por mg de pro-
tefna ; Km aparente 15 uM en ambos grupos.
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o] Sistema de Transporte de ADP-ATP.

La Figura 10 muestra la incorporacidn de [140]—ADP en mitocondrias
de higado de ratas normales y con DEPD en funcién del tiempo de incubacitn
a 5°C. Se puede apreciar que la incorporacién de ADP permanece inalterada
por la DEPD. Se observa una fase rdpida que estd escencialmente completa a
los 30 seg, seguida de una fase muy lenta que dura alrededor de 10 min.
Mis del 70% del ADP se incorpora en los primeros 30 segundos en ambos tipos
de mitocondrias. Incubaciones a mayor tiempo dan valores superiores con
un valor 1imite de alrededor de 8 nanomoles de ADP/mg de proteina mitocon-
drial, valor que serfa aproximadamente igual al contenido total de nucledti-
dos de adenina de estas preparaciones mitocondriales ya que 1a incorporacién
de [14CJ-ADP estarfa acompafiada por la descarga de una cantidad equivalente

de nucledtidos de adenina endégena no marcada (215).

d) Actividad Adenosina Trifosgatdsica pon el Complejo FOFI—ATPaAa de
Mitocondiias Intactas.
1. Efecto de la DEPD en la Actividad de Adenosina Trifosfatasa.

La reaccion catalizada por el complejo FOFI-ATPasa en mitocondrias in-
tactas se mide de preferencia en el sentido de la hidrélisis del ATP (reac~
ci6n exergénica). Lavelocidad dela reaccion depende entreotros factores, dela
cantidad y del estado en que se encuentre el complejo. Este complejo existe
en los estados activo e inactivo {160-219). Para comparar las actividades
ATPisicas de mitocondrias intactas de higado de ambos grupos de ratas, es ne-
cesario seleccionar las condiciones experimentales éptimas para la medicidn
de dichas actividades de manera que todo el complejo se encuentre en estado

activo. Estas condiciones se pueden obtener a concentraciones saturantes de
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Figura 10. Cinética de La Incorporacidn de Me-app a Mitocondrias
de Higado de Ratas Normales y con DEPD. Las mitocondrias obteni-
das de higado de ratas normales (®) y con DEPD (A) se incuban como
se describe en la seccidn de Materiales y M&todos. Los valores son
los promedios de tres determinaciones independientes de grupos de

ratas.
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ATP (3 mM), alta fuerza idnica proporcionada por ejemplo por LiCl 117 mM y
KC1 13 mM y en presencia de un desacoplante. En estas condiciones, se de-
termina el Pi por la hidrélisis de ATP en funcidn del tiempo en mitocondrias
intactas de higado de ratas normales y con DEPD. La Figura 11 muestra que
en ausencia de un desacoplante no se produce Pi durante los 15 min en los
que 1a reaccidn transcurre usando mitocondrias de ambos tipos de grupos de
ratas, debide a que la enzima estaria en el estado inactivo. La cantidad
de Pi formado es aumentada varias veces al adicionar el desacoplante CCCP
en e] medio de reaccidn, ya que la enzima proveniente de mitocondrias de am-
bos grupos de ratas pasa a un estado activo. La cantidad de Pi proveniente
de la hidrélisis de ATP estimulada por el desacoplante es menor en mitocon-
drias de ratas con DEPD. Esto podria deberse a que las mitocondrias de ra-
tas con DEPD tuviesen una menor cantidad de enzima, o una enzima menos efi-
ciente, o a un menor grado de activacion. La cantidad de Pi formado a par-
tir de la hidr6lisis de ATP aumenta en forma proporcional al tiempo en los
primeros 5 minutos de reaccién. Ademds, se observa que en el estado activo,
la enzima puede ser evaluada por ensayos de la actividad de hidrélisis ac-
tivada por desacoplantes en tiempos de incubacidn relativamente cortos.

Los valores de 1a velocidad de hidrélisis de ATP dependen de la con-
centracién del desacoplante. La Figura 12 muestra los valores de Vmax y
Ka (1a concentracidn del desacoplante que se requiere para abtener ta mitad
de Ta actividad mdxima) para la actividad de hidrdlisis de ATP. Estos valo-
res se calcularon de los graficos de dobles reciprocos respectivos obtenidos
de mitocondrias intactas de higado de ratas normales y con DEPD. La Vmax es
23% menor con mitocondrias de ratas con DEPD y los valores de Ka para CCCP

son muy cercanos: 0,285 pM con mitocondrias de ratas normales y 0,164 M
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Figura 11. Efecto de fLa DEPD sobre fa Cinética de fa Activ.idad
Adenosina Trifosfatdsica en Mitocondniias Desacopladas con CCCP.
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Figura 11.Efeato de fa DEPD sobre La Cinética de fa Actividad Adenosina
Trnifos fatdsica en Mitocondriins Desacopladas con CCP.Lahidrdlisis de ATP por
mitocondrias de higado de ratas normales (e) y con DEPD (A) se miden como
se describe en la seccidn de Materiales y Métodos. ET sistema de ensayo
en un volumen de 5,0 ml contiene: LiC1 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 10 mM

(pH 7,4) ¥ 5 mg de protefna mitocondrial proveniente de higados de ambos
grupos de ratas. Los sistemas se preincuban durante 3 min a 25°C. Se
agrega simultaneamente ATP 3 mM y CCCP 1 uM (concentraciones finales);

a los tiempos indicados se toman alicuotas de 0,2 ml. La reaccitn se de-
tiene con ATC. La determinacidn de Pi en el sobrenadante se realiza se-
giin estd descrito en la seccién de Materiales y Mé&todos. Los valores son
los promedios + D.S. para cinco determinaciones independientes de ambos
grupos de ratas.
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Figura 12. Efecto de fa Variacidn de La Concentracidn de CCCP sobne
Ba Actividad Adenosina Tnifospatdsica en Mitoeondriias de Higado de Ratas

Nonmales y con DEPD.
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Figura 12. Efecto dé La Variacidn de £a Concentracidn de CCCP sobre La Ac-
tividad Adenosina Thifosfatdsica en Mitocondnias de Higado de Ratas
Nommales y con DEPD. Las mitocondrias de higado de ratas normales (o)
y con DEPD (A) se incuban como se describe en la seccidn de Materiales
y Métodos. E1 sistema de ensayo en un volumen de 2,0 mt contiene: LiCl
117 mM, KC1 13 mM, Hepes 10 mM (pH 7,4) y 2 mg de proteina mitocondrial
proveniente de higado de ambos grupos de ratas. Los sistemas se prein-
cuban durante 3 min a 25°C. Se agrega simultaneamente ATP 3 mM y CCCP
entre 0,1-0,8 uM (concentraciones finales); a los 3 min se toman alicuo-
tas de 0,2 ml. La reaccidn se detiene con ATC. La determinacidn de Pi
en el sobrenadante se realiza seglin estd descrito en la seccidn de Mate-
riales y Métodos. Los valores son los promedios + D.S. para.ocho {nor-
mal) y nueve (con DEPD) determinaciones independientes. La regresion 1j
neal: r=0,9997 (normal); r=0,9985 (con DEPD). Vmax: 0,725 + 0,02 (nor-
mal); 0,561 + 0,062 (con DEPD). Ka: 0,285 + 0,019 pM (normal; 0,164 +
0,059 uM (con DEPD). a
La ecuacidn de la T1inea recta es:

1 Ka 1 1

v " “Vmax ~ [C€CCP] T TVmax
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con mitocondrias de ratas con DEPD, 1o cual sugiere que podria existir una

menor cantidad de la enzima o una enzima menos activa en mitocondrias de ra

tas desnutridas.

2 Estudio de las Condiciones Optimas de Activacion del Complejo FoFi-ATPasa.

Como se ha mencionado, para comparar las actividades ATPdasicas de mi
tocondrias intactas de higado de ambos grupos de ratas, es necesario selec-
cionar las condiciones experimentales Optimas para la medicidn de dichas ac-
tividades de manera que todo el complejo se encuentre en estado activo.
2.1. Efecto de succinato y KCL sobre fa Actividad Adenvsina Trifosfatdsica

Activada pon CCCP.

ta Figura 13 muestra el efecto de succinato y de KC1 sobre la hidrd-
1isis de ATP por mitocondrias intactas activadas por CCCP en funcion del
tiempo de reacci6n. Se observa que 1a hidrdlisis de ATP activada por CCCP
depende de los componentes del medio de incubacién. La cantidad de Pi prove
niente de la hidrdlisis de ATP por mitocondrias activadas por CCCP suspendi-
das en sacarosa 0,25 M aumenta en forma proporcional con el tiempo de reac-
cién dentro de los 15 min que dura la determinacidn, pero cuando se incuba
previamente durante 6 min con succinato, 1a cantidad de Pi formado aumenta
proporcionalmente durante los primeros 7 min de reaccidn y es alrededor de
10 veces mayor que en ausencia de succinato. Al reemplazar una cantidad de
sacarosa por 50 mM KC1 manteniendo la osmolaridad constante, la cantidad de
Pi formado es alrededor de 17 veces mayor si se compara con la cantidad obte
nida cuando el medio contiene sélo sacarosa y 2 veces mayor que cuando el me
dio sacarosa es preincubado con succinato. En condiciones de KC1 50 mM, la
cantidad de Pi formado aumenta en forma proporcional al tiempo de reaccidn
durante Tos primeros 5 min 1o cual permite realizar determinaciones en tiempos

mas cortos.
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Fiqura 13. Efecto de KCZ y del Estado Energizado sobre fLa Actividad
Adenosina Thifosdatdsica en Mitocondrias Desacopladas con CCP.
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Figura 13. Efecto de KCL y del Estado Energizado sobre La Activddad Ade
nodina Tnifos fatdsica en Mitocondrias Desacopladas con CCCP.  ET Pi prove-
niente de la hidrdlisis de ATP se determina como se describe en la seccidn
de Materiales y Métodos. Los sistemas de ensayo en un volumen de 5,0 ml
contienen: (o) sacarosa 250 mM y Hepes 10 mM (pH 7.4); (#) sacarosa

150 mM, KC1 50 mM y Hepes 10 mM (pH 7,4); (m) sacarosa 250 mM, succinato

5 mM y Hepes 10 mM (pH 7,4). A cada uno de los diferentes medios se agre-
ga 5,0 mg de proteina de mitocondrias de higado de ratas normales. Los
sistemas se preincuban durante 3 min a 25°C; excepto el sistema que contie
ne succinato, el cual se preincuba 6 min. La reaccién de hidrolisis de
ATP se inicia al agregar simultaneamente ATP 3 mM y CCCP 1 uM {concentra-
ciones finales) o en ausencia de CCCP (A) para los diferentes sistemas.

A los tiempos indicados se toman alicuotas de 0,2 ml. Lla reaccidn se de-
tiene con ATC y se determina el Pi en el sobrenadante segiin estd descrito
en la seccién de Materiales y Métodos. Losvalores sonlos promedios de tres
determinaciones independientes de los diferentes sistemas de ensayo usados.
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7.2. Efecto de Las Concentraciones de Difenentes Iones Monovalentes sobre La
Actividad Adenosina Taifosgatdsica Aetivada, por CCCP.

Para estudiar si la activacién de la hidrélisis de ATP es dependiente
de un catién monovalente especifico, un anidn especifico, o simplemente de 1a
fuerza i6nica total del medio externo o interno, se probaron diferentes sales
de cloruro de cationes metdlicos.

La Figura 14 muestra que la velocidad de hidrdlisis de ATP activada
por CCCP es dependiente de concentraciones de LiCl1, NaCl y KC1 en mitocon-
drias intactas. Se aprecia que a medida que se reemplaza la sacarosa del me-
dio de incubacién por cantidades crecientes de las diferentes sales de cloru-
ros de cationes monovalentes y manteniendo la osmolaridad constante, la acti-
vidad de hidrdélisis de ATP aumenta dramdticamente. Este efecto activador se
mantiene hasta que la concentracion de las distintas sales es alrededor de
50 mM. E1 aumento de actividad obtenido es de 13 a 16 veces dependiendo del
cation de la sal de cloruro: Na+>Li+>K+. Ademds en esta Figura se observa
que la activacidn no es dependiente de la concentracidn del anidn ni de la
fuerza idnica total del medio externo puesto que si asi fuera, las curvas de
activacién serfan exactamente superponibles. Los datos de la Figura 14 sugie

ren que la activaci6n dependiente de catitn monovalente no es especifica.

7.3, Efecto de La Concentracidn de KCEL sobre fa Velocidad de Hinchamiento de
Las Mitocondnias Infactas.
Si el efecto activador de los cationes monovalentes en la velocidad de
hidrélisis de ATP activada por CCCP se debe a un aumento de la fuerza ibni-
ca total del medio interno, se estudia la posibilidad de que KC1 entre a la

mitocondria. Cuando entra gran cantidad de un idn a la matriz a través de un
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Figura 14. Efecto de La Concentracidn de Cationes Metdlicos Monovalen-

fes sobne La Actividad Adenosina Trnifosfatdsica en Mitocondrias Desaco-
pladas con CCCP.




Figura 14. Efecto de fa Concentracidn de Cationes Metdlicos Monovalentes
sobne ta Actividad Adenosina Thifos fatdsica en Mitocondrnias Desacopladas con
cccp.  La actividad de hidrdélisis de ATP por mitocondrias de higado de ra-
tas normales se determina como se describe en la seccidn de Materiales y
Métodos. Los sistemas de ensayo en un volumen de 2,0 ml contienen: Z mg
de proteina mitocondrial, Hepes 10 mM (pH 7,4), sacarosa entre 250-150 mM
y cationes monovalentes: NaCl 0-50 mM (A), o LiCl 0-50 mM {0}, , o
KC1 0-50 mM (e }- Los sistemas se preincuban durante 3 min a 25°C. La
reaccion se inicia al agregar simultaneamente ATP 3 mM y CCCP 1 uM (con-
centraciones finales) para los diferentes medios de ensayo. A los 3 min
se toman alicuotas de 0,2 ml. La reaccidn se detiene con ATC. La deter-
minacidn de Pi en el sobrenadante se realiza como se describe en la sec-
cidn de Materiales y Métodos. Los valores son los promedios para cuatro
determinaciones independientes de los diferentes sistemas de ensayo usados.
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transportador se producen un aumento de la concentracidn intramitocondrial

y se  observa que las mitocondrias se hinchan pof Ta entrada de agua que
disminuye este aumento de concentracidn ocasionado por el idn. E1 grado de
hinchamiento de las mitocondrias se puede medir determinando 1a disminucion
de Ja absorcién de 1a luz, lo que resulta de Ta disminucitn de la densidad

de 1a mitocondria. La Figura 15 muestra la velocidad de hinchamiento de las
mitocondrias en funcién de la concentracidn de KC1 en el medio de incubacidn.
Se observa que a medida que la concentracion de KCi aumenta {(manteniendo Ta
osmolaridad constante) la velocidad de hinchamiento de las mitocondrias aumen
ta rdpidamente hasta una concentracidn de KC1 30 mM y a concentraciones supe-
riores de KC1 el aumento de la velocidad de hinchamiento es menor, 10 que su-
giere que KC1 entrarfa a las mitocondrias. Se observa una perfecta correia-
cién entre la mayor concentracién de KC1 intramitocondrial (mayor fuerza idni
ca total intramitocondrial) y el aumento de la velocidad de hidrdlisis de ATP
(Figura 14). La entrada de KCl se produce sdlo en presencia de CCCP y ATP

(Tabla VII)

2.4. Estudio de Algunos Factones que Alteran fLa Actividad ATPasa de Mitocon-

dnias Intactas Activada pon CCCP.

2 +2

La Tabla VIII muestra el efecto de KC1, succinato, Mg+ , C&a ~ e inhi-
bidores de: a) el transporte de electrones de la cadena respiratoria {roteno
na, antimicina A), b) el transporte de nucledtidos de adenina (atractilosido)
y ¢) la actividad de hidrGtisis de ATP (oligomicina) sobre 1a actividad de

F0F1~ATPasaactivada por CCCP en mitocondrias intactas. Se observa que la

actividad ATPasa en presencia de CCCP es aumentada alrededor de 7 veces,

cuando las mitocondrias suspendidas en sacarosa se preincuban durante 6 min

con succinato. Esta activacion es inhibida a casi a la mitad cuando se mide
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Figura 15. Efecte de fa Concentracidn de KCL sobre fa Velocidad de Hincha
miento de Las Mitocondnias Desacopladas con CCCP. La velocidad de hincha-
miento de las mitocondrias de higado de ratas normales se determina como
se describe en la seccidn de Materiales y Métodos. EI sistema de ensayo
en un volumen de 1,0 m1 contiene: sacarosa 250-150 mM, KC1 0-50 mM, Hepes
10 mM (pH 7.4) y 1 mg de proteina mitocondrial. El sistema se preincuba
durante 3 min a 25°C, y se agrega simultaneamente ATP 3 mM y CCCP 1 uM
(concentraciones finales) para iniciar el proceso de hinchamiento. Llos va
Tores son los promedios de tres determinaciones independientes.
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TABLA VII

Efecto de CCCP y ATP en la velocidad de hinchamiento de mjtocondrias.

Velocidad de hinchamiento

Medic de incubacidn Adiciones zxA540/min por mg proteina
Sacarosa 0.25 M ATP/CCCP 0,000
Sacarosa 0.15 M 0,001
KC1 50 mM
Sacarosa 0,15 M ATP (0,048
KC1 50 mM
Sacarosa 0,15 M CCCP 0,022
KC1 50 mM
Sacarosa 0,15 M ATP/CCCP 0,190
KC1 50 mM
Sacarosa 0,15 M ATR/ATP/CCCP 0,014
KC1 50 mM

La velocidad de hinchamiento se mide como se describe en 1a seccidn de
Materiales y M&todos. La concentracifn de proteina mitocondrial es 1 mg/mi.
Las concentraciones de las adiciones finales son:3 mM ADP, 1 (M CCCP y
10 M AIR. Los .valores se expresan como disminucién de absorbancia a 540 nm

por min por mg de proteina mitocondrial y son los promedios de tres determina
cjones independientes. N




Efecto de KC1, succinato, Mg+2, Ca+

el transporte
actividad FOF1

TABLA VIII
2

y' de inhibidores de: la respiracion,
de nucledtidos y la actividad de hidrélisis de ATP sobre Ta
-ATPasa de mitocondrias de higado de ratas.

Medio de incubacidn Adiciones ATPasa ypmoles Pi formado
" min - mg prot.
-CCC P +CCC P
Sacarosa 0.25 M 0,000 0,200
Sacarosa 0.25 M ATP 0,000 0,021
Sacarosa 0.256 M Succinato/Rotenona/ATP 0,000 0,140
Sacarosa 0.25 M Succinato/Rotenona/AA/ATP 0,000 0,068
Sacarosa 0.15 M
KC1 50 mM 0,000 0,000
Sacarosa 0.15 M
KCl 50 mM ATP 0,000 0,286
Sacarosa 0.156 M
KC1 50 mM ATP/0Tigomicina 0,000 0,012
Sacarosa 0.25 M
KC1 50 mM ATP/ATR 0,000 0,008
Sacarosa 0.15 M
KC1 somm  ATp/MgtY 0,000 0,077
Sacarosa 0.15 M
KC1 50 mM ATP/Ca’ T 0,000 0,163
Sacarcsa 0.15 M
KC1 50 mM Succinato/Rotenona/ATP 0,000 0,152
Sacarosa (.15 M
KC1 50 mM Succinato/Rotenona/AA/ATP 0,000 0,290
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Tabla VIII. Efectode KC1, succinato, Mg+2, Ca+2 y de inhibidores de: Tares-
piracion, el transporte de nuctedtidos y la actividad- de hidrdlisis de

ATP sobre la actividad FOFl-ATPasa de mitocondrias de higado de ratas.

E1 Pi proveniente de la hidr{lisis de ATP se determina como se des-
cribe en la seccidn de Materiales y Métodes. Los sistemas de ensayo son
los mismos de la Figura 13. Otras adiciones a los diferentes medios de in
cubacién son: rotenona 1,6 yM, antimicina A (RA) 0,16 M, oligomicina 1 ug/
mg de proteina, atractilosido (ATR) 0,01 mM, idn Mgt2 (MgCl2) 150 uM e jon
cat2 (CaClp) 0,2 mM (concentraciones finales). Los sistemas se preincuban
durante 3 min a 25°C; excepto el sistema con sacarosa 250 mM y succinato
5 nM, el cual se preincuba durante 6 min. La reaccion se inicia al agregar
simultdneamente ATP 3 mM y CCCP 1 pM (concentraciones finales) o en ausen-
cia de CCCP para los diferentes sistemas. A los 3 min se toman alicuotas
de 0,2 mi. La reaccién se detiene con ATC y se determina Pi en el sobrena
dante segin se describe en la secci6n de Materiales y Métodos. Los valo-
res son los promedios de tres determinaciones independientes de cada uno
de los diferentes sistemas de ensayo usados.
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en presencia de Antimicina A, inhibidor del sitio 11 de acoplamiento. Si
sustituye cierta cantidad de sacarosa por KC1 {osmolaridad constante) en el
medio de incubacidn en ausencia de ATP agregado, se observa una actividad
ATPasa remanente que podria corresponder a la hidr6iisis de ATP endlgeno.

Al agregar ATP la actividad aumenta alrededor de 14 veces si se compara con
la actividad determinada en ausencia de KCl. Esta actividad ATPasa es inhi-
bida por oligomicina y atractilosido lo cual sugiere que la hidr6lisis de
ATP medida corresponde sdlo a la reaccion catalizada por el complejo FOFl-
ATPasa en mitocondrias intactas. Ademds esta actividad estimulada por ¢t

es inhibida por Mg+2 y Ca+2, resultados que concuerdan con aquellos enconira
dos por Cintrdn y Pedersen (220) en vesiculas de membrana interna invertida
de mitocondrias, y por Gémez-Puyou y col., (219) en mitocondrias de coraztn
de rata. Con KC1 en el medio de incubacidn, succinato actda como inhibidor
de 1a actividad hidrolitica estimulada por k¥, en estas condiciones se obtig
nen valores similares a los medios sin KC1, pero la actividad es independien
te del tiempo de preincubacidn con succinato. La inhibicidn por succinato
puede ser revertida, en presencia de antimicina A. Estos resultados sugie-

ren que existe mds de un estado activo del complejo FOFl-ATPasa.

2.5. Efecto de La Concentracidn de KCL y NaCl en La Actividad Adenosind Trifosfatd
sica Estimufada pon CCCP en Mitocondrias Intactas Suspendidas en LLCE.
Para comparar las actividades de hidr6lisis de ATP en mitocondrias
de higado de ratas alimentadas con una dieta normal y en ratas alimentadas
con una dieta sin proteinas, se midio la actividad ATPasa usando un medio

1o mis semejante posible (Figuras 11 y 12) al utilizadopara medirel proceso.
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Figura 16. Efecto de £as Concentraciones de KCL y NaCL sobre fa Velocidad
Adenosina Trifosfatasa.en Mitocondnias Suspendidas en LiCt desacopladas
con CCCP. la actividad de hidrélisis de ATP por mitocondrias de higado de
ratas normales se determina como se describe en la seccidn de Materiales

y Métodos. Los sistemas de ensayo en un volumen de 2,0 m1 contienen: Z mg
de proteina mitocondrial, Hepes 10 mM(pH 7,4), LiC1 entre 130-80 mM, NaCl
entre 0-50 mM (I, Na), o KC1 entre 0-50 mM (e, K). Los sistemas se pre-
jncuban durante 3 min a 25°C. Lla reaccidn se inicia al agregar simultanea
mente ATP 3 mM y CCCP 1 uM (concentraciones finales) para los diferentes
medios de ensayo. A los 3 min se toman alicuotas de 0,2 mi. La reaccidn
se detiene con ATC. La determinacidn de Pi en el sobrenadante se realiza
como se describe en la seccién de Materiales y Métodos. Los valores son
los promedios para cuatro determinaciones independientes de los distintos
sistemas de ensayo usados.
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de fosforilacién oxidativa,para locual se estudi el efectode Ta concentra
cién de KC1 y NaCl sobre la velocidad de hidrélisis de ATP en mitocondrias
suspendidas en LiCl, como se muestra en la Figura 16. Se puede cbservar
que cuando LiCl es reemplazado por KC1 o NaCl para alcanzar una concentra-
cién de 5 mM {manteniendo la misma osmolaridad) la actividad ATPasa estimu-
lada por CCCP aumenta en un 16% aproximadamente, y a medida que mayor canti
dad de LiC1 es reemplazada por KC1 o NaCl la actividad de esta enzima se
mantiene constante hasta una concentracién de 30 mM para cada una de las
sales. Los valores de actividad ATPasa son muy semejantes a los obtenidos
con sacarosa y una concentracién 50 mM de los distintos cationes monovalen-
tes (Figura 14). Concentraciones mayores de NaCl o KC1 inhiben la activi-

dad ATPasa.

2.6. Efecto de Las Concentraciones de CCCP y FCCP sobre fa Actividad Adeno-

sina Trifosfatdsica Estimubada por KCL.

La Figura 17 muestra el efecto de la concentracidn de los desacoplan-
tes CCCP y FCCP sobre la actividad de hidrélisis de ATP en mitocondrias in-
tactas en un medio de suspensidn compuesto por sacarosa 0,15 M y KC1 50 mM.
Se puede observar en la Figura 17A que los valores de actividad mdxima y de
Ka para CCCP son similares a 1os obtenidos con el medio de suspensién com-
puesto de KC1 13 mM y LiCl 117 mM (Figura 12). Si el desacoplante utiliza-
do es FCCP (Figura 17B ), el valor de la actividad maxima es similar al obte-
nido con CCCP, pero el valor de Ka es caracterisitico para FCCP. Lo cual
sugiere que ambos medios de'suspensiﬁn son equivalentes y el aumento
de la actividad de hidrdlisis de ATP es independiente de 1a naturaleza de

estos dos desacoplantes.
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Figura 17.Efecto de Las Concentraciones de CCCP y FCCP sobre £a Adenos.ina Tri-
fos fatasa en Mitocondiias Suspendidas en LiCE Desacopladas con CCCP. La Ve-
jocidad de hidrdlisis de ATP por mitocondrias de higado de ratas normales
se mide como se describe en la seccidn de Materiales y Métodos. E1 siste
ma de ensayo en un volumen de 2,0 m] contiene: sacarosa 150 mM, KC1 50 mM,
Hepes 10 mM {pH 7,4) y 2 mg de proteina mitocondrial. El1 sistema se pre-
incuba durante 3 min a 25°C. Se agrega simultaneamente ATP 3 mM y CCCP
entre 0,05-0,25 uM o FCCP entre 0,03-0,20 pM (concentraciones finales).

A los 3 min se toman alicuotas de 0,2 ml. La reaccidn se detiene con ATC.
lLa determinacién de Pi en el sobrenadante se realiza segin estd descrito
en la seccién de Materiales y M&todos. Los valores son los promedios

para cuatro determinaciones independientes para cada uno de los desa
coplantes. CCCP:r=0,9994, Vmax: 0,714 + 0,016 y Ka: 0,303 + 0,020 pM.
FCCP: r= 0,9994, Vméx: 0,697 + 0,012 y Ka: 0,210 + 0,010 M.
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¢. ALTERACIONES EN EL PROCESO DE INCORPORACION DE Ca*2.
a) Estimubacibn de La Oxidacidn de Succinato poi ca*? en Mitocondnias de
Hegado de Ratas Normales y con DEPD.

La Figura 18 muestra los resultados de un experimento tipico donde
se miden simultdneamente las velocidades de consumo de oxigeno y de Tibera-
cién de HY en mitocondrias de higado de ratas normales y con DEPD en presen
cia de fosfato. La adicidn de ca™ induce un aumento de la velocidad de con
sumd de oxigeno de 4,6 veces en mitocondrias de ratas normales y de 3,7 ve-
ces en mitocondrias de ratas desnutridas, 1o que equivale respectivamente a
111 (hormal) y 86 (DEPD) nanodtomos-g 0/min por mg de proteina. Cuando todo
el Ca+2 ha sido incorporado las velocidades de consumo de oxigeno vuelven
a las velocidades de estado 4 de Ca+2 (1a velocidad de consumo de oxigeno
que prevalece después de ja activacion de la respiracién inducida por Ca+2).
Los valores de la razén Ca+2/0 son 3,7 {normal) y 3,65 (DEPD).equivalente a
los valores de la razdn Ca+2/sitio respectivos de 1,85 y 1,83. Lla estimula
cién de la respiracion por Ca+2 estd acompafiada por la liberacidn de HE.
los valores de la velocidad de 1iberacidn de H" son 468 {normal) y 337
(DEPD) nanoicnes-g H+/min por mg de protefna y aquellos de la razon H /0
(velocidad de Tiberacidn de H /velocidad de consumo de 0) son 4,22 (normal)
y 3,92 (DEPD), lo que equivale a los valores de la razfn H+/sitio respecti-
vos de 2,11 y 1,96.

De estos experimentos podemos concluir que las mitocondrias de ratas
con DEPD-muestran las mismas respuestas caracteristicas con respecto a las
relaciones estequiométricas entre la entrada de Ca+2 y la liberacidn de W
con el transporte de electrones, observadas en mitocondrias de ratas norma-

les. Sin embargo, las velocidades de transporte de electrones y de Tiberacidn de
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Figura 18. Efecto de £a DEPD sobre La Estimubacidén de La Oxidacidn de Suc-

cinato por Carl en Mitocondrias de Higado de Ratas. las velocidades de
consumo de oxigeno y de liberacidn de H* por mitocondrias de higado de ra-
tas normales (lado izquierdo) y con DEPD (lado derecho} se miden como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos. EI sistema de ensayo en un

volumen de 2,0 m] contiene: LiCt 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 3 mM, fosfato
de potasio 2 mM, 2,5 mg de proteina mitocondrial/ml de ambos grupos

de ratas y rotenona 4 M a pH 7,2. En los puntos indicados por las fle-
chas se agrega succinato 2,5 mM y cate (CaCl2) 0.2 mM. Los numeros sobre
los trazos indican las velocidades en n-&tomos-g 02 o n-jones-g H¥*/min por

mg de proteina.
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HJr cuando se incorpora Ca+2 estdn disminuidas en mitocondrias de ratas con DEPD.
b) Estimubacidn de Las Velocidades de Oxidacidn de Glutamato, Suceinate Y
Asconbato + TMPD por Ca+2.

En la Tabla IX se muestra una comparacidn entre las velocidades de
consumo de oxigeno y de liberacidn de H+ estimuladas por Ca+2 en presencia
de fosfato cuando son oxidados glutamato, succinato y ascorbato + TMPD en
mitocondrias de higado de ratas normales y con DEPD. Se puede observar que
en mitocondrias de ratas desnutridas las velocidades de consumo de oxigeno
estimuladas por ca™® estan disminuidas 21% cuando el sustrato oxidado es glu
tamato, 22% para succinato y 19% para ascorbato + TMPD. Las velocidades de
liberacion de H® fueron también menores durante 1a oxidacidn de los tres sus
tratos con disminuciones de 29%, 26% y 30% para glutamato, succinato y ascor
bato + TMPD respectivamente. Los porcentajes de disminucidn son muy semejan

tes a los obtenidos en el proceso de fosforilacién de ADP.

) Razén de Control Respiratornio de Ca+2, y Razdnes: Caleéiiio Y H+/Aitio.
La Tabla X muestra las razones para el control de Ca+2 (velocidad
de consumo de oxigeno cuando se incorpora Ca+2/ve10cidad de consumo de oxige
no despuds de todo el Ca+2 ha sido incorporado), Ca+2/sitio (nanoiones-g de
Ca+2 incorporados/nanodtomos-g de 0 consumidos por sitio de acoplamiento) y
H+/sitio (velocidad de liberacion de H+/ve10cidad de consumo de 0 por sitio
conservador de energia)durante la oxidacidn de diferentes sustratos en mito-
condrias de higado de ratas normales y con DEPD. Se observa que en mitocon-

2 estdn

drias de higado de ratas desnutridas las razones de control de cat
disminuidas 20% y 18% cuando son oxidados glutamato y succinato respectiva-~

mente, pero no se observa diferencias con los organelos normales cuando se
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oxida ascorbato + TMPD.
Las razones Ca+2/sitio se calcularon suponiendo que todo el oxigeno

. . . . . +2
ha sido consumido durante la incorporacidon de Ca .

Los valores de las ra-
Z0nes Ca+2/sitio fueron cercanos a 2,0 tanto en mitocondrias de ratas norma
les como desnutridas cuando los sustratos oxidados fueron glutamato, succing
to y ascorbato + TMPD. Ademds Ta Tabla X muestra la determinacidn cuantita
tiva de las razones H+/sitio para la liberacidn de H+ por la incorporacién
de Ca+2 acoplada al transporte de electrones durante la oxidacidn de diferen
tes sustratos. En mitocondrias de ambos grupos de ratas el valor obtenido

para las razones H"/sitio fue alrededor de 2,0 para la oxidacién de los dife

rentes sustratos.

d) Efecto de fa Concentracidn de Ca'’

sobre  su Veloeidad de
Inconporacidn y  su Estequiometrfa Durante Pas Oxidaciones de Glutamato
y Succinato.
En la Figura 19 se observa el efecto de diferentes concentraciones
de Ca+2 en el medio de suspensidn sobre las velocidades iniciales de consumo
de oxigeno y de liberacion de H+ durante la oxidacion de glutamato en presen
cia de fosfato en mitocondrias de higado de ratas normales y con DEPD. La
misma Figura muestra el efecto de la concentracidn de Ca+2 sobre la razén

2 y las razones Ca+2/sitio y H+/sitio bajo las mismas condi

de control de Ca+
ciones en mitocondrias de ambos grupos de rata.
La Figura 19 A muestra el efecto de la concentracidn de Ca+2 sobre

la razfn de control respiratorio de Ca+2.

Las velocidades en estado 4 usa-
das en los cdlculos de Tas razones de control de Ca+2 son las que prevale-

cen una vez terminada la activacidn de la respiracidn inducida por las
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por Difenentes Concentraciones de Ca*? Agnegadas en Mitocondrias de Higado.




111

Figura 19. Efecto de La DEPD sobne fa Velocidad de Incorporacidn de

Cat? y su Estequiometrnia Durante fa Activacidn de la Oxidacifn de Glutamato
por Diferentes Concentraciones de Cat? Aghegadas en Mitocondnias de Higado.
Las velocidades de consumo de oxigeno y de liberacidn de H* por mitocon-
drias de higado de ratas normales (e) y con DEPD (A) se miden como se des-
cribe en la seccidn de Materiales y Métodos. E1 sistema de ensayo en un
volumen de 2,0 ml contiene: LiCl1 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 3 mM, fosfato
de potasio 0,5 mM, 2,5 mg de proteina mitocondrial/ml de ambos grupos

de ratas, glutamato 2,0 mM y Ca*? (CaCl2) entre 0,02 - 0,20 mM a pH

7.2 Los valores son los promedios de cinco (normal) y seis (con DEPD) de-
terminaciones jndependientes de grupos de ratas,Normal : Vmdx = 83,3 n-ato-
mos-g 02/min por mg proteina y 714 n-iones-g H*/min por mg proteina, Km

ap = 138 M y 250 M cat?2 respectivamente; con DEPD: Vmax: 54 n-atomos-g
0p/min por mg proteina y 488 n-iones-g H¥/min por mg proteina, Km ap =

101 M y 250 pM Ca*2 respectivamente. Las razones de control de Cat2,
Ca*2/sitio y H¥/sitio,yla velocidad de incorporacidn de Ca*?2 se calculan
como se describe en el texto.
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2

diferentes cantidades de Ca+ . Cuando la concentracion de Ca+2 aumenta la

velocidad de consumo de oxigeno también aumenta en mitocondrias de ambos
grupos de rata, pero esta estimulacién de la respiracidn por Ca+2 es menor
en mitocondrias de higado de ratas con DEPD; en consecuencia las razones de
control de Ca+2 aumentan, pero el aumento es siempre menor en mitocondrias
de ratas con DEPD. La razdn de control de Ca+2 en mitocondrias de higado de
ratas normales aumenta cuando la concentracidn de Ca+2 aumenta alcanzando
un valor de 5,7 a una concentracion de Ca+2 de 0,2 mM; en cambio en mitocon-
drias de ratas con DEPD la razén de control de Ca+2 es 4,2 (26% menor) a la
misma concentracidn del cation.

Sj se acumuian 2 iones Ca+2 por cada par de electrones transportados
por sitio conservador de energia las mitocondrias de higado de ratas con

2 significativa-

DEPD muestran una velocidad mdxima de incorporacion de ca’
mente menor (35% menor) que aquella que proviene de ratas alimentadas con
dieta normal (Figura 19 B). Mitocondrias de higado de ratas con DEPD incor-
poraron 324 nanojones-g de Ca+2 por min por mg de proteina, comparado con
500 nanoiones-g de Ca+2 por min por mg de proteina en mitocondrias de ratas
normales. Ademds las mitocondrias de ambos grupos de animales presentaron
una afinidad similar por Ca+2. En presencia de fosfato 0,5 mMy concentra-
¢ién de glutamato no limitante, las concentraciones de Ca+2 necesarias para
obtener la mitad de la actividad mdxima de consumo de oxigeno fueron
semejantes 101 pM:Ca+2(DEPD) y 138 M Ca+2 (normal).

E1 efecto de la desnutricidn sobre la velocidad de liberacidn de Ht
a diferentes concentraciones de Ca+2 fue similar a la estimulacidn del con-

sumo de oxigeno. La velocidad méxima de liberacion de Ht (Figura 19 C) fue

significativamente menor en mitocondrias de ratas con DEPD (32%). Asfi,
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1a velocidad correspondiente en mitocondrias de ratas normales fue de 714
nanoiones-g de H por min por mg de proteina y en mitocondrias de ratas con
DEPD de 488 nanciones-g de H+ por min por mg de proteina. La concenitracidn
de Ca+2 necesaria para obtener la mitad de la velocidad mdxima de liberacion
de H es la misma para mitocondrias de higado de ambos grupos de rata (250
uM). Este valor no es significativamente diferente de los obtenidos en las

2 calcula-

mediciones de consumo de oxigeno. Los valores de 1a razén H+/Ca+
dos de las velocidades mdximas de 1iberacidn de H+ y de incorporacidn de
ca*? son 1,5 (DEPD) y 1,4 (normales).

La Figura 19 D muestra las razones de Ca+2/sitio obtenidas‘de mito-
condrias de ratas normales y con DEPD en funcidn de la concentracidn de
Ca+2 presente en el medio de incubacion. Los valores de la razén Ca+2/sitio
son muy cercanos a 2,0 y se mantienen casi constantes en el rango de 75 a
200 M Ca+2 en mitocondrias de ambos grupos de rata.

La Figura 19 E muestra las razones H+/sitio obtenidas de mitocondrias
de higado de ratas normales y desnutridas en funcién de la concentracidn de
Ca+2. Los valores de la razdn H+/sitio son también constantes entre 1,8 a
2,0 en el rango de 100 a 200 yM Ca+2 en mitocondrias de ambos grupos de rata.

2 en las ve-

La Figura 20 muestra el efecto de la concentracidn de Ca+
locidades de consume de oxigeno y Tiberacidn de H" cuando se incorpora Ca+2
durante la oxidacidn de succinato en mitocondrias de higado de ratas norma-
les y con DEPD. La misma Figura muestra también el efecto de la concentra-
cibn de Ca+2 sobre las razones de control de Ca+2, Ca+2/sitio y H+/sitio en
mitocondrias de ambos grupos de rata.

2

La Figura 20 A muestra el efecto de ia concentracion de Ca*® sobre

. +2 . .. . .
la razén de control de Ca ~ durante la oxidacién de succinato, determinado
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y su Estequiometria Dunante La Activacidn de La Oxidacidn de Suceinato poir

Difenentes Conce.

ninaciones de Ca*?l Agregadas en Mitocondnias de Higado.




Figura 20. Efecto de La DEPD sobre la Velooidad de Incorporacidn de ca*?

y Au Estequiometnia Durante La Activacitn de fa Oxidacién de Succinato
por Diferentes Concentraciones de Cat? Agregadas en Mitocondrias de Higa-
do. Las velocidades de consumo de oxigeno y de iiberacidn de H* por mito
condrias de higado de ratas normales (e) y con DEPD (A) se miden como se
describe en la seccidn de Materiales y M&todos. EI sistema de ensayo es

115

jgual al de la Figura 19 con excepcion de glutamato que es reemplazado por

succinato 2,5 mM y rotenona 4 M. Los valores son los promedios de cinco
(normal) y seis (con DEPD) determinaciones independientes de grupos de ra
fas. Normal: Vmax = 227 n-&tomos-g 02/min por mg de proteina y 952 n-
jones-g H' /min por mg de proteina, Km ap=125 1M y 190 pM Cat2 respectiva-
mente; con DEPD: Vmax = 154 n-dtomos-g 02/min por mg protefna y 625 n-
jones-g H¥/min por mg proteina, Km ap = 103 1My 190 M Cat? respectiva-
mente. Las razones de control de Ca*Z, Cat2/sitio y H¥/sitio, y la velo
cidad de incorporacién de CatZ se calculan como se describe en el texto.
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por el mismo procedimiento utilizado para la Figura 19 A. La razdn de con-

Z aumenta., En mitocon-

trol de Ca+2 aumenta cuando 1a concentracidn de cat
drias de higado de ratas normales se alcanza un valor de alrededor de 5,2
cuando la concentracidn de Ca+2 es 0,2 mM, en cambio en mitocondrias de higa
do de ratas con DEPD, el valor es 36% menor (3,3), y se mantiene casi cons-

2

tante en un rango de concentracidn de Ca+ que varfa desde 0,1 mM hasta

0,2 mM.

Si se incorporan 2 Ca+2 por cada par de electrones tranferidos por si
tio conservador de energia las mitocondrias de higado de ratas con DEPD pre-
sentan un valor de incorporacidn maxima de Ca+2 significativamente menor
(32% menor) que el observado en mitocondrias de higado de ratas normales
(Figura 20 B). Las mitocondrias del grupo sometido a una dieta sin protei-

2

nas transportan 615 nanoiones-g de Ca+ por min por mg de proteina comparado

2

con 909 nanoiones-g de Ca+ por min por mg de proteina de mitocondrias de

higado de ratas normales. Las mitocondrias de higado de ambos grupos de ani
males presentan una afinidad similar por Ca+2. Las concentraciones de Ca+2
para estimular a la mitad de la velocidad maxima el consumo de oxgeno son
103 M (DEPD) y 125 pM (normales).

La Figura 20 C muestra los valores de la velocidad mdxima de libera-
cibn de H' calculados de un gréfico de dobles reciprocas. Se observa que
el valor de velocidad mdxima de Tiberacidn de H es significativamente menor
(34% menor) para mitocondrias de higado de ratas con DEPD. Mitocondrias de
ratas con DEPD 1liberan 625 nanoiones-g de H+ por min por mg de proteina y

las normales 952 nangiones-g de H+ por min por mg de proteTna. Losvaloresde

. < + . . . o s
1a concentracidnde Ca 2necesar1aparaobtener]am1tmﬂde]ave]OC1dadmax1made
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1iberacitn de H+ son iguales (190 uM'de Ca+2) para mitocondrias de ambos

2 calculados de los valores

2

grupos de rata. Los valores de la razdn H+/Ca+
de las velocidades maximas de liberacidn de H+ y de incorporacion de Ca’
son 1,01 (desnutridas) y 1,04 (normales).

La Figura 20 D muestra los valores de la razdn Ca+2/sitio obtenidos
de mitocondrias de higado de ratas normales y desnutridas en funcibn de la
concentracion de Ca+2. E1 valor de la razon Ca+2/sitio en cada caso es
2.0 y se mantiene casi constante en el rango de concentracién de Ca+2 de
75 a 200 UM para ambos grupos de mitocondrias.

La Figura 20 E muestra los valores de la razon de H+/sitio obtenidos
de mitocondrias de ambos grupos de rata en funcién de Ta concentracion de
Ca+2. Los valores de las razon H+/siti0 se mantiene también casi constan-

tes entre 1,5 y 1,8 en el rango de concentracidn de Ca+2 de 100 a 200 uM

en mitocondrias de ambos grupos.

e) Capacidad de Las Mitocondiias de Higado de Rata para Acumubar Ca+2.

La Figura 21 muestra que las mitocondrias de higado de rata con DEPD
tienen menor capacidad para acumular Ca+2 que los organelos de ratas norma-
les sin presentar dafo en sus estructuras y reteniendo completamente el con

trol respiratorio de Ca+2.

Cuando se agregaron pulsos sucesivos de 40 u
80 nanoiones-g de Ca+2/mg de proteina por periodos de varios minutos (Figu-
ras 21 A y 21 B), se acumulé un total de alrededor de 120 (DEPD) y 160 {nor

2 por mg de proteina mitocondrial sin que se apre-

. +

males) nanoiones-g de Ca

cien disminuciones significativas de las respectivas razones de control de
+2 42, e - +2, s .

Ca © y Ca “/sitio. Los valores de la razdén Ca ~/sitio en estos experimentos

. +27 . .
de acumulacidén de Ca - fueron cercancs a 2,0 en mitocondrias de ambos
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Figura 21. Ffecto de fa DEPD sobre Lo Capacidad de Las Mitocondnias de
Higado de Ratas para Acunular ca*?. las velocidades de consumo de oxigeno
y de liberacidn de H* por mitocondrias de higado de ratas normales (lado
jzquierdo) y con DEPD (lado derecho) se miden como se describe en la sec-
cién de Materiales y Métodos. E1 sistema_de ensayc es el mismo al wtiliza
do en la Figura 18. Las adiciones de catZ en n-iones-g se realizan en 10s
puntos indicados por las flechas. Los nimeros sobre los trazos indican
las velocidades en n-dtomos-g 02 o n-iones-g H¥/min por mg de proteina.
La razén Cat2/0 se caicula como se describe en el texto. Los trazos son
representativos de resultados obtenidos de tres determinaciones indepen-
dientes de cada grupo de ratas.




grupos de rata.
+2 S AP .
Los valores de las razones control de Ca =, Ca “/sitio y las veloci-
dades de liberacidn de H+ disminuyeron progresivamente y las velocidades de
consume de oxigeno en estado 4 de Ca+2 aumentaron progresivamente cuando se

agregd mds pulsos de Ca+2, produciendo un efecto desacoplante.

{1 Preferencia de Lo Tnconporacinde Ca'? sobre RaFosforilacion Oxidativa en La
Utilizacion de Enengle que Proviene de LaOxidacidn de Sustratos.
Mitocondrias de higado de ratas normales y con DEPD muestran que la

incorporacidn de Ca+2 precede a la fosforilacidn oxidativa cuando ambos pro
cesos compiten por la energfa liberada durante la respiracidn (Figura 22).

Las mitocondrias se preincubaron en ausencia de sustratos respiratorijos pa-
ra agotar todo el ATP enddgenoc (221}. Se agregd entonces succinato y apro-

2 y ADP para iniciar el

ximadamente 2 min mds tarde se adicionaron juntos ca’
flujo de electrones. Se produjo una rdpida 1iberacidn de Ht y una estimula-
c¢ién en 1a respiracion en mitocondrias de ambos grupos de rata, que corres-
ponde casi precisamente a la incorporacién de Ca+2 segln se observa en la
Figura 18 y en la Tabla IX. La liberacién de H' cesa al término del pri-
mer periodo de estimulacidn respiratoria marcado por un punto de inflexidn
hacia una velocidad de consumo de oxigeno menor. En este punto se inicia

1la jncorporacidn de Wt que acompana a esta velocidad menor de consumo de
ox7geno y corresponderia al periodo de fosforilacidn oxidativa, respuesta
semejante a Ta mostrada en la Figura 7. Los valores similares de velocidad
de consumo de oxigeno y de liberacidn de H' inducidos por Ca+2 y obtenidos
en ausencia de ADP (Figura 18 y Tabla IX .) demuestran que la incorporacién

+2 . .
de Ca “ ocurre en mitocondrias de ambos grupos de rata con muy poca compe-

tencia de la fosforilacién del ADP en las condiciones de ensayo utilizadas.
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Figura 22. Efecto de fa DEPD sobre fa Preferencia de fLa Incorporacidn
de Catl sobre fa Fosfornilacidn Oxidativa en Mitocondrias de Higado de
Ratas. Las velocidades de consumo de oxigeno y de liberacidén de H* por
mitocondrias de higado .de ratas normales {lado izquierdo) y con DEPD (la
do derecho) se miden como se describe en la seccifn de Materiales y Méto
dos. E1 sjstema de ensayo es el mismo utilizado en la Figura 18. En
los puntos indicados por las flechas, se agregan simultaneamente 400 n~
jones-moies de ADP. Los nlmeros sobre los trazos indican las velocida-
des en n-atomos-g 02 o n-iones-g H¥/min por mg de protefna. Los trazos
son representativos de resultados obtenidos de tres determinaciones in-
dependientes de cada grupo de rata.
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tos valores de la razon Ca+2/0 fueron de 4,18 (normales) y 3,77 (PEPD) equi
valentes a 1os valores de la razdn Ca+2/sitio de 2,09 (normales) y 1,89
(DEPD). Los valores de la razdn H+/0 fueron 3,52 (normaies) y 3,50 (DEPD)
1o cual equivale a los valores de la razdn H+/sitio de 1,76 (normales) y
1,75 (DEPD). Los valores de la razén ADP/0 fueron de 2,06 (normales) y
1,84 (DEPD).

Ademds, la Figura 22 muestra que la fosforilacién oxidativa es inhibi

2 acumulado previamente en mitocondrias de am-

da en cierta forma por el ca*
bos grupos de rata (si se compara con los valores de la Figura 7 y Tabla

1V¥). Observaciones similares han sido obtenidas tanto en mitocondrias de co
razén (222), como de higado (172) de rata y de tumor ascitico de Ehrlich y
AS30-D {223). La preferencia de 1Ia incorporacitn de Ca+2 sobre la fosforila
ci6n oxidativa y el efecto inhibitorio de Ca+2 sobre el proceso de fosforila
cién del ADP se deberia a un colapso transitorio del potencial de membrana
ademds de un efecto favorable de Ca+2—ATP en la asociacifn del péptido inhibi
dor de la ATPasa al complejo F F,-ATPasa (219).

De estos resultados se puede concluir gque la incorporacidn de Ca+2 es
el primer proceso que utiliza la energia generada por el transporte de elec-
trones cuando se agrega Ca+2 y ADP simultaneamente. AsT las mitocondrias
de higado de ratas normales y con DEPD se comportan de manera similar a este

respecto, excepto que las velecidades de consumo de oxigeno y de movimiento

+ . . .
de H® son menores en mitocondrias de ratas desnutridas.
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g) Determinacidn de Las Razones Ca+2/Aiiio, H+/Aitio y H+/Ca+2 en Mitocon-
dnias de Higado en Presencia de NEM y en Ausencia de Fosgato.
E1 sistema experimental para las determinaciones casi simultaneas

. cq +
2 consiste en utilizar Ca 2 como

de las razones Ca*/sitio, H'/sitio y H'/ca"
catién movil y NEM para inhibir cualquier posible movimiento de " aco-
plado al transporte de fosfato, el cual interfiere la determinacién. Las
velocidades de consumo de oxigeno y de liberacidn de H+ fueron medidas si-
multdneamente en un sistema de ensayo de 2,0 m1. Las velocidades de libera-

2 . ‘s .
se determinaron también en forma si-

cidn de W y de incorporacion de cat
multinea en otro sistema de ensayo bajo las mismas condiciones experimenta-
les, excepto que el volumen final fue de 5,0 ml. Se utilizd las velocidades
de Tiberacidn de H+ para comparar ambos sistemas.

lLa Figura 23 muestra las velocidades de consumo de oxigeno, incorpora

. s + . . . .
2 y Yiberacidn de H en un experimento tipico en mitocondrias de

cion de ca’
higade de ratas con DEPD en presencia de succinato y rotenona. De los valo-
res de velocidad inicial de Tos tres pardmetros medidos se calcularon Tos
valores de las diferentes razones obteniéndose: razon H+/sitio = 4,03, razdn
ca*?/sitio = 2,03 y razén H'/ca™® = 1,98.

La Tabla XI muestra los resultados promedios obtenidos de diferentes
preparaciones de mitocondrias de higado de ratas normales y con DEPD. En es
tas condiciones experimentales las velocidades de consumo de oxigeno, incor-
poracion de Ca+2 y liberacidn de Y son muy similares en mitocondrias de am-
bos grupos de rata, probablemente debido a que Ta cadena transportadora de
electrones no es la etapa limitante en-la incorporacion de Ca+2 en estas con

diciones (170). En consecuencia, los valores promedios calculados fueron pa

ra l1a razfn Ca+2/sit10 2,08, para la razdn H+/sitio 3,98 y para la razfn
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SUCCINATO

Trazo de Oy

Trazo de H*

¥

151 n—atomos-g 0,
250 n-iones-g H*

32! n-iones-—g Cu+2

Figura 23. Determinacifn de las nazones Ca'’/sitio, H'/sitio y H'/ca™
en Mitocondnias de Higade de Ratas con DEFD.
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Figura 23. Detenminacidn de fas nazones Ca’*/sitio, H'/[sitio, y H* jcat?
en Mitocondiias de Higado de Ratas con DEPD, Las velocidades de consumo
de oxigeno, de liberacidn de Ht y de incorporacidn de CatZ por mitocon-
drias de higado de ratas con DEPD se miden como se describe en la seccidn
de Materiales y Métodos. E1 sistema de ensayo en un voiumen de 2,0 ¢ 5,0
ml contiene: LiCl1 117 mM, KC1 13 mM, Hepes 3,0 mM (pH 7,2), rotenona

4 uM, CaCly 80 nmoles/mg de proteina, NEM A0 nmolies/mg de proteina y

2,5 mg/mi ﬁe proteina mitocondrial. Después de la estabilizacion de los
trazos (2,0 min a 25°C), se agrega succinato 1,0 mM (concentracién final)
para iniciar el flujo de electrones hasta el oxigeno. A partir de las
velocidades de consumo de 02, liberacion de H* e incorporacitn de Cat2,
indicados sobre los trazos como n-dtomos-g (n-iones-g)/min por mg de pro-
teina, se calculan las razones H¥/sitio, Ca*2/sitio y H¥/sitio como se des
cribe en el texto.




TABLA X1

Razones H'/sitio,Cat2/sitio and H'/Ca'”.

Velocidades de consumo de oxigeno
(n-dtomos-g 0 por min-1 por mg-1)

Velocidades de liberacidon de protones
{n-iones-g de Ht por min-1 por mg=t)

Velocidades dgzincorporaciﬁn de Ca+2
(n-jones-g Ca - por min-1 por mg-1)

Razones H+/siti0
Razones Ca2+/sitio

Razones H+/ Ca+2

E1 sistema de ensayo es el mismo de Ta Figura 23.
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2

NORMAL
29,1 + 1,8

DESNUTRIDA
26,5 + 2,0

239.8 + 18,8 211,0 + 19,1

120,0 + 4,1 110,5 + 2,5
4,12 + 0,07 3,98 + 0,06
2,06 + 0,06 2,08 + 0,11
2,00 + 0,09 1,9 + 0,13

Los valores son 1os pro-

medios + D.S. de cuatro determinaciones independientes de cada grupo de ra-

ta.




128

H+/Ca+2 1,91 en mitocondrias de ratas con DEPD, valores muy similares a los
promedios calculados para mitocondrias de higado de ratas normales. Estas
observaciones sugieren que las mitocondrias de ratas desnutridas incorporan
Ca+2 con una estequiometria muy similar a 1a de mitocondrias de higado de

ratas normales.




DISCUSION

E1 modelo experimental de desnutricidon energética-proteica drdstica
(DEPD) utilizado en esta Tesis, provocd también alteraciones en el sistema
oxidative microsomal hepdtico (206). La actividad hidroxilasa de hidrocar
buros arilicos (benzo(a)pireno) fue casi insignificante en ratas con DEPD,
en contraste con los altos valores observados en microsomas de ratas alimen
tadas con dieta normal. Sin embargo, ratas con DEPD realimentadas con una
dieta con proteinas aumentaron la actividad hidroxilasa a valores ain mds
altos que los observados en 1os animales normales. Estos cambios en las ac
tividades oxidativas de microsomas se correlacionaron con las alteraciones
provocadas por el estado nutricional sobre las especies de citocromos P-450
jnvolucradas en la oxidacidn de benzo(a)pirenc (206).

En esta Tesis se informa gque una deficiencia energética-proteica es-
t3 asociada con alteraciones de las funciones bioenergéticas de mitocondrias
de higado de ratas tales como: el proceso de fosforilacidn oxidativa y el
de incorporacidn de Ca+2.

La disminucidén driastica del peso corporal y del higado observados en
ratas con DEPD estuvo acompafiada con una disminucidn significativa del con-
tenido de proteina mitocondrial (Tabla III). Este menor contenido de pro-
tefna mitocondrial hepdatico se deberia a una disminucién neta de la canti-
dad de mitocondrias, ya que el nimero de mitocondrias/mg de proteina perma-

nece inalterado por la condici6n nutricional.
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A. Fosforilacidn Oxidativa.
a) Actividades Oxidativas.

las mitocondrias de higado de ratas recién nacidas presentan menor
velocidad de sintesis de ATP acoplada a la oxidacidn de sustratos (224,
225), es decir una menor eficiencia en la fosforilacion oxidativa. Esta
eficiencia mejora rapidamente durante las primeras horas después del naci-
miento (226). Afn no se entiende completamente el mecanismo de maduracion
de las mitocondrias. Es conocido el hecho que el contenido total de nucled
tidos de adenina mitocondrial aumenta conjuntamente con la actividad respi-
ratoria al momento de nacer. Un aumento de Ta velocidad de sintesis de ATP
a través de la maquinaria de fosforilacidn oxidativa es uno de Tos primeros
acontecimientos que ocurren en mitocondrias de ratas recién nacidas. Duran
te la maduracién desde el nacimiento a la etapa adulta se produce una prolj
feracién activa de nuevas mitocondrias debido al aumento de la masa del hi-
gado. La actividad especifica de varias enzimas mitocondriales continua
aumentando durante las primeras semanas de vida, y un control aceptor simi-
1ar al de mitocondrias adultas se alcanza dentro de las primeras horas des-
pués del nacimiento. La composicidn de fosfolipidos de mitocondrias de hi-
gado de ratas de 90 min de edad es similar a la de mitocondrias de ratas
adultas (227).

Las mitocondrias de higado de ratas del grupo DEPD no presentan alte
raciones en las actividades oxidativas durante la lactancia, pero dichas
actividades oxidativas estdn significativamente disminuidas en mitocondrias
de ratas con DEPD de 35 dias de edad. Lla velocidad de oxidacidon de sustra-
tos en los tres sitios de acoplamiento en presencia de ADP es siempre menor

en mitocondrias de ratas con DEPD. E1 porcentaje de disminucidn de esta




actividad es similar para los tres sustratos ensayados (23-27%) y la velo-
cidad de incorporacidn de H+ es también menor bajo las mismas condiciones
de ensayo (30-38%) (Tabla IV). La velocidad de incorporacidn de H es 1a
resultante entre la velocidad de liberacidn de H' a través de la cadena
respiratoria y la velocidad de incorporacidn de Ht a través del complejo
FOFI-ATPasa cuando se fosforila ADP.

La actividad mdxima de oxidacion de NADH medida en particulas submi-
tocondriales estd disminuida en un 40% en mitocondrias sometidas a DEPD.
Estos datos junto a la disminucion de la velocidad oxidativa de sustratos
en ausencia de ADP (estado 4) en mitocondrias de ratas con DEPD sugieren
que existirfan alteraciones en la cadena respiratoria (Tabla IV y Fig.8).

E1 indice de control respiratorio o de control aceptor medido en mi-
tocondrias de ratas con DEPD y en ratas normales indica que esta diminucidn
de 1a velocidad de sintesis de ATP no se deberia a un desacoplamiento en las
mitocondrias de ratas con DEPD (Tabla V). Sin embargo, 1a disminucion del
sndice de control aceptor observado en mitocondrias de ratas con DEPD en
jos tres sitios de acoplamiento podria ser el resultado de una velocidad
de oxidacidn menor en el estado 3 (Tabla IV).

Es notable el hecho que, aln cuando la velocidad de oxidacidn de los
sustratos estd disminuida entre 23-27% en los tres sitios de acoplamiento
de mitocondrias con DEPD, no se observd pérdida en la eficiencia de 1a con-
version de ADP en ATP ya que los valores de la razén ADP/0 son similares en
mitocondrias de ambos grupos y el valor de la razdn P/2e- es cercano al va-
lor ampliamente aceptado de 1,0 para cada uno de tos sitios (Tabla V), 1o
cual sugiere que la generacidn de la fuerza de movimiento de H+ {Ap) perma-

nece inalterada. La velocidad de sintesis de ATP es dependiente de la
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velocidad de oxidacién de los sustratos, pero la magnitud de la fuerza de
movimiento de H+ es independiente de la velocidad de oxidacién de los sus-

tratos (228).

b) Etapa Limitante de La Fosforilacién Oxidativa.

La cadena respiratoria mitocondrial transporta electrones en una se
rie de reacciones durante las cuales equivalentes reductores de los sustra-
tos oxidables son en dltimo término utilizados para reducir el oxigeno mole
cular a agua. E1 gran cambio de energfia libre negativo que acompafa las
reacciones de oxidacion-reduccidn, es conservado en la sintesis de ATP a par
tir de ADP y Pi. La regulacidn de la fosforilacidn oxidativa es una deter-
minante importante de los procesos metab6licos y fisioldgicos que ocurren en
células y tejidos, dada la importancia del ATP en todos los aspectos de la
funcién celular (229).

En estudios sistemdticos sobre el control de la respiracion en mito-
condrias aisladas realizadas por Lardy y Willman (230) y Chance y Williams
(98) se observd una relacion entre la velocidad de la respiracion y la con-
centracion de ADP extramitocondrial. Ambos grupos concluyeron que la con-
centracion extramitocondrial de ADP es el factor principal que controla la
velocidad de la fosforilacidon oxidativa en mitocondrias.

En una serie de estudios en los cuales Klingerberg y col. (231) va-
riaron la concentracién de ADP, ATP y Pi, concluyeron que la respiracion
es funcion del potencial de fosfato extramitocondrial, definido como [ATP]/
[ADP] [Pi]. Wilson y col. también Tlegaron a la misma conclusidn (232).

Se han desarrollado varios sistemas (233) en los cuales la respiracidn en

mitocondrias aisladas estd equilibrada entre el estado 4 y el estado 3, sin




embargo, los resultados obtenidos no han permitido deducir una interpreta-
cién inequivoca. Por ejemplo las opiniones difieren con respecto a la in-
terrogante si la respiracidn estd controlada por la razén ATP/ADP extrami-
tocondrial (234) o por el potencial de fosfato extramitocondrial (235). Se
ha supuesto, en forma implicita, que una etapa en particular del proceso
sea la etapa limitante de la respiracidn, por ejempio el transporte de nu-
cledtidos de adenina (236) o la reaccidn catalizada por la citocromo oxida-
sa (237).

Actualmente existen dos hip6tesis que tratan de explicar la regula-
cién de la fosforilacion oxidativa. La primera desarrollada por Wilson
(238) 1lamada "hipdtesis cercana al equilibrio”, postula que los primeros
dos sitios de fosforilacidn oxidativa mitocondrial estdn cerca del equili-
brio, es decir, la cantidad de energia generada durante la transferencia
de dos equivalentes reductores desde el NADH intramitocondrial al citecromo
c es igual a la requerida para la sintesis de 2 moles de ATP. Este postula

do ya ha sido demostrado (229). La regulaci6n total del sistema es ejerci-

da en la reaccién esencialmente irreversibie entre el citocromo ¢ reducido
y el oxigeno molecular catalizada por la enzima citocromo oxidasa cuya Km

i para oxigeno variaria dependiendo de Ta razgn [ATP]/[ADP] [Pi] intramitocon

drial (239). Sin embargo puesto que ATP es sintetazado dentro de ia matriz
mitocondrial, el transporte de nucledticos de adenina a través de la membra
na interna es, segiin este concepto, una etapa intermedia obligatoria en la
secuencia de reacciones y como tal debe estar cerca del equilibrio. Esto
significa que si el transporte de ATP, ADP y Pi estd acoplado a iones y/o

a gradientes eléctricas a través de la membrana, estos deberian ocurrir

F sin pérdida de energia libre {(AG—0). Este postulado tiene evidencias

.
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experimentales a favor (240).

La segunda hipétesis 1lamada "hipGtesis del transportador de ATP-
ADP", postula que el transporte de nuclebtidos de adenina que intercambia
il\TP"4 por :E\DP_3 a través de la membrana mitocondrial, regula la velocidad
total de 1a fosforilacidn oxidativa (241). De acuerdo con este postulado
e] transporte de nucledtidos de adenina estarfa desplazado del equilibrio
con un valor de AGT de -8,7 KJ/mol cuando la velocidad de respiracidn es
40% de la velocidad maxima (242), actuando como detector por medio del cual
la mitocondria percibe los cambios de la razon FATP]/[ADP]. Postula enton-
ces, que la respiracion acoplada a la sintesis de ATP estd controlada por
la razon [ATP]/[ADP] y no por la razdn [ATP]/[ADP] [Pi] (233, 243). Llas
razones de [ATP]/[ADP] medidas en la mairiz y en el espacio extramitocon-

drial no son la misma (244), existe desacuerdo entre los proponentes de es

ta hip6tesis con respecto a cudl de las dos razones es el pardmetro regula-
torio. Originalmente se propuso que a respiracidn responde exclusivamente
a cambios en el valor de la razén [ATP]/[ADP] extramitocondrial (234), pero
otros investigadores han sugerido que la actividad respiratoria estd rela-
cionada con la razén [ATP]/[ADP] intramitocondrial (243}, si bien mantener
la razén [ATP]/[ADP] extramitocondrial mayor que [ATP1/[ADP] intramitocon-
drial requiere de energfa {244). La fuente de energia necesaria debe ser
por lo tanto, el potencial de membrana generado por 1a cadena respiratoria

4 por ADP_3.

mitocondrial acoplada a un intercambio de ATP Tal mecanismo
implica que el transporte de nucledtidos de adenina requiera de energia,

el transporte de ADP hacia adentro y de ATP hacia afuera debe ser dirigido
por la energia proporcionada por 1la respiracidn y en consecuencia la ener-

gfa generada por la cadena respiratoria serfa utilizada parcialmente para
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1a sintesis de ATP y el transporte de ADP y ATP (244).

E1 transporte ATP-ADP no serfa la nica etapa que Timita la fosfori-
taci6n oxidativa (245). Otras etapas, incluyendo la reaccion catalizada
por la citocromo oxidasa (247), pueden contribuir en forma significativa al
control de la respiracién. Ademds el hecho que el transporie de nucledti-
dos no sea la finica etapa que controle 1a velocidad de respiracidn implica
que la razén ATP/ADP no sea el dnico pardmetro que controle la respiracion.
Asi la concentracién de Pi extramitocondrial y el suministro de equivalen-
tes reductores que proporcionan los sustratos para la fosforilacidn oxidati
va jugarian un papel significativo en el control de la respiracion (245).

En esta Tesis no se ha medido todos los componentes de la cadena res
piratoria, pere se han encontrado cambios en el contenido de algunos citocro
mos. E1 contenido de citocromo ¢ en ratas con DEPD estd aumentado en un
26%, mientras que la cantidad de los citocromos a + aj estd significativa-
mente disminuida (22%) con respecto a Tos valores observados en mitocon-
drias de higado de ratas alimentadas con dieta normal (Tabla VI). Este me-
nor contenido de los citocromos a + as podria ser la explicacifn principal
de 1a disminucién de la velocidad de las actividades oxidativas en los tres
sitios de acoplamiento durante el proceso de la fosforilacién del ADP, es~-
tos datos experimentales por lo tanto concordarian con la hipdtesis cercana
al equilibrio de Wilson (238), ya que por otro lado, la velocidad de trans-
porte de ADP por el sistema de transporie ADP-ATP es similar en mitocondrias
de higado de ambos grupos de ratas (Fig. 10), lo cual descarta en alguna me
dida la hip6tesis del transportador ADP-ATP (241) como etapa limitante de la
fosforilacidn oxidativa.

Parece razonable que en un estado drdstico de desnutricion el
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organismo proceda afectando 1a etapa que limita la velocidad de la fosfori-
lacidn oxidativa, es decir la citocromo oxidasa. Sin embargo, no se puede
descartar la posibilidad que ocurran cambios en el contenido de otros compo
nentes de la cadena respiratoria tales como flavoproteinas y fosfolipidos,
los cuales podrian también afectar las actividades oxidativas de las mito-
condrias.

En esta Tesis no se presentan bases experimentales para explicar la
disminucion del contenido de los citocromos a + a; en mitocondrias con DEPD,
pero una posible explicacidn podria ser que la carencia de proteinas en la
dieta por un periodo prolongado de tiempo, pudiera afectar la velocidad de
sintesis de estos citocromos, o su ensamblaje en la membrana interna o po-
dria aumentar la velocidad de degradacidn de los citocromos a + a5 previa-
mente ensamblados.

Esta claro que las mitocondrias de higado de ratas con DEPD poseen
la capacidad para sintetizar ATP aunque a una velocidad menor que las mito-

condrias de ratas alimentadas con dieta normal. Esto indica que el trans-

porte mitocondrial de electrones funciona normalmente. Se observa que la
secuencia del flujo de electrones para acoplar energia no ha sido alterada,
o cual presumiblemente disminuiria la eficiencia de la sintesis de ATP,
pero en lugar de eso hubo disminuci6n en los componentes funcionales que .
transportan electrones en la etapa control de la velocidad de fosforilacitn
oxidativa, ya que la velocidad de consumo de oxigeno expresada por contenido

de citocromo oxidasa permanece inalterada por la condicidn nutricional,

cuando la energia proviene de sustratos que se oxidan en los tres sitios de
acoplamiento durante el proceso de fosforilacién de ADP. Los componentes

funcionales remanentes son capaces de mantener una gradiente eléctrica y
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de protones adecuada para que se realice la sintesis de ATP a pesar de la
pobre condicidn nutricional.

Si bien, la desnutricidon energética-proteica drastica afecta la ve-
Jocidad de fosforilacitn de ADP debido a que la velocidad del flujo de
electrones a través de la cadena es menor, otro componente del proceso de
fosforilacion oxidativa podria también estar afectado; la actividad del com
plejo FoFl-ATPasa. Para verificar esta suposicidn, la actividad de hidr6li
sis de ATP (reaccidn exergdnica) se ensay0 en condiciones tales que todo el
complejo se encuentre en estado activo, para comparar asi esta actividad
en mitocondrias de ambos grupos de rata. Los resultados muestran que la
actividad adenosina trifosfatdsica de mitocondrias de ambos grupos es acti-
vada por CCCP. La concentracidn del desacoplante requerida para obtener
1a mitad de la velocidad midxima es 42% menor en mitocondrias de ratas con
DEPD. 1o cual sugiere una mejor unidn del desacoplante. Ademds, la Vmax es
23% menor en mitocondrias de ratas con DEPD (Fig. 12). Si se supone que la
actividad medida es Ta mixima actividad de esta enzima, se puede concluir
que la cantidad del complejo FOFI-ATPasa funcional es menor en mitocondrias
de rata con DEPD, lo cual podria deberse a que la velocidad de sintesis o
su ensamblaje en la membrana interna, pudiesen estar afectadas, o bien pu-
diese estar aumentada la velocidad de degradacidn de los componentes del
complejo previamente ensamblados. Por otra parte, esta actividad podria no
ser 1a etapa limitante de la velocidad de fosforilacién de ADP, porque la
actividad de esta enzima es mucho mayor que la velocidad de flujo de elec-
trones a través de la cadena (Figuras 5y 6).

En conclusion, las mitocondrias de ratas con DEPD muestran aiteracio

nes en la cadena de transporte de electrones, asi como también en la
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actividad del complejo FOFl-ATPasa. Sin embargo el sistema de transporte
de electrones y la fuerza de movimiento de protones no estan afectados.

Ademis del proceso de sintesis de ATP, también estd disminuida Ta
hidrolisis de ATP por este modelo de desnutricidén y se podria esperar que
muchos otros procesos que dependen de energia tanto en la mitocondria como
en 1a célula en general pudieren estar disminuidos durante la desnutricion.
Estos efectos sobre la bioenergética mitocondrial tendria importantes con-
sencuencias fisiologicas.

c) Incremento de fa Actividad Adenosina Trhifosfatdsica por Cationes Metdli-
aos Monovalentes.

Se ha establecido que el compiejo F F,-ATPasa de mitocondrias de co
razbn de rata puede existir al menos en dos estados: un estado "activo" en
e] cual la enzima presenta las actividades totales de hidrdlisis y de sin-
tesis de ATP, y un estado " inacitive” en el cual estas dos actividades estdn
totalmente deprimidas (160). La transicién de la enzima de una forma a la
otra estd controlada por el péptido inhibidor de la FOFl—ATPasa aislado
originalmente por Pullman y Monroy (246). Cuando el péptido inhibidor esta
asociado a la ATPasa las actividades enzimaticas del complejo estdn comple-
tamente abolidas. La disociacion del inhibidor y la enzima es inducida por
la gradiente electroquimica y se obtiene 1a restauracidn completa de las ac
tividades cataliticas de la enzima (247). En mitocondrias intactas de higa
do de ratas la restauracidn de la actividad de hidr6lisis de ATP por la gra
diente electroquimica es muy lenta (248). E1 suministro de energia a la
membrana interna de mitocondrias de higado de ratas por la oxidacidn de
sustratos en la cadena respiratoria rev%erte en un corto periodo de tiempo,

de] orden de segundos, 1a inhibicidn de la sintesis de ATP causada por el




139

inhibidor. Durante este periodo la capacidad de hidrélisis de ATP permane
ce totalmente reprimida debido a queel péptido inhibidor de Ta ATPasa se en-
cuentra unido a Ta enzima. Por lo tanto Ta activacitn de la sintesis de
ATP no esta acompafada de la liberacidn del péptido inhibidor. Si el sumi-
nistro de energia a la membrana interna continfa por varios minutos la ac-
tividad de sintesis de ATP no aumenta. Sin embargo, l1a actividad de hidré-
lisis de ATP si aumenta. Conjuntamente con este aumento de la actividad de
hidr6lisis el péptido inhibidor es liberado al medio quedando la enzima sin
inhibidor (249).

En mitocondrias de higado de rata la actividad de hidrdlisis de ATP
activada por 2,4-dinitrofenol es estrictamente dependiente de la concentra-
cidn de K* en presencia de valinomicina, el cual aumenta la permeabilidad
de 1a membrana interna a K= (250). También esta actividad en mitocondrias
de tumores humanos es estimulada por Kt en presencia de valinomicina (251).
La velocidad de hidrdlisis de ATP catalizada por el factor de acoplamiento

13S de "Alcaligenes faecalis" purificado o catalizada por F1 purificado de

mitocondrias de corazdn de bovino son activadas por cationes metdlicos mono
valentes Li+, Na+ y K+ (252). Por estas razones en esta Tesis se estudid
el efecto activador de diferentes cationes metdlicos monovalentes sobre 1la
enzima FoF1-ATPasa, midiendo 1a actividad de hidrélisis de ATP en mitocon-
drias intactas, para determinar las condiciones en que el complejo esté
totalmente en estado activo y en estas condiciones comparar esta actividad
en mitocondrias de ambos grupos de ratas.

Los resultados de esta Tesis muestran que el aumento de actividad
de hidrolisis de ATP depende de manera no especifica de 1a concentracidn

del catidn monovalente y no de la concentracién del anién ni de la fuerza




i6nica total del medio externo (Fig. 14), pero si depende de la fuerza ioni
ca total del medio internc, puesto que la activacion de 1a enzima se produ-
ce cuando el catidn entra al espacio de ta matriz mitocondrial (Fig. 15 y
Tabla VII).

ET efecto activador de los cationes metdlicos monovalentes sobre la
actividad de hidrdlisis de ATP es mayor que el observado cuando se suminis-
tra energfa mediante sustratos que se oxidan en 1a cadena respiratoria en
las condiciones de ensayo estudiadas (Fig. 13). Si el tiempo de suministro
de energia fuese mayor probablemente la activacion no seria equivalente a
ta accibn de los cationes ya que succinato inhibe parcialmente la actividad
de hidrdlisis de ATP activada por K+ y esta inhibicidn puede ser revertida
por antimicina A, To cual indica que puede existir mds de un estado activo
del complejo F F,-ATPasa (Tabla VIII).

E1 medio de suspensidn que contiene LiCl 117 mM y KC1 13 nM es equi-
valente al medio de suspensidn compuesto de sacarosa 150 mM y KC1 50 mM,
pues en ambos medios los valores de la hidrdlisis de ATP son similares (Fig.
12 y Fig. 17A). La activacidn de la hidrdlisis de ATP es independiente del
tiempo de pre-incubacidn (Tabla VIII) e independiente de la naturaleza de
los dos desacoplantes usados (Fig. 17}, en estas condiciones el complejo
FOFl-ATPasa se encontraria totalmente en su estado activo.

La activacidn por cationes metdlicos monovalentes ha sido observada
en varias enzimas diferentes (253). Quizds la idea mds aceptada para expli
car esta accidn es que los cationes monovalentes se unen a la enzima y esto
induce algin cambio en 1a enzima, quizds conformacional, 1o cual resulta en
un aumento en la actividad catalitica. Este mecanismo fue propuesto para

explicar la activacidon de la enzima piruvato kinasa por K+ (254). Otro
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posibte mecanismo de accidn de K" en la piruvato kinasa es 1a unién de un
K+ al sitio activo muy cerca de donde estd unido un Mn+2 (255) y actuaria
coordinando al grupo carboxilico del fosfoenolpiruvato en el sitio activo
(256). Con respecto al posible papel del k' en las ATPasas, se ha demostra
do que k* puede formar un complejo ternario con Mn-ATP, y que facilita la
velocidad de hidrbliisis de ATP en un sistema modelo (257). La activacién
del complejo FOFI—ATPasa de mitocondrias de higado de rata, por la unién
de K+, Nato it en el sitio activo o en alguna otra parte de 1a enzima, no
puede explicarse por los resultados obtenidos, pues se utilizaron mitocon-
drias intactas. La baja especificidad con respecto al catién metdlico mong
valente parece explicar su accibn mas bién a través de un efecto inespecifi
co, el cual podria ser que un aumento de la fuerza i6nica intramitocondrial
disminuya l1a afinidad del péptido inhibidor por 1la FOFl-ATPasa 0 produzca
un cambio conformacional del compiejo al unirse cationes monovalentes, este
cambio conformacional seria distinto al provocado por el flujo de electro-
nes a través de la cadena respiratoria, y en esa forma disminuiria la afini
dad del péptido inhibidor por la FoFl—ATPasa.

Los resultados de esta Tesis podrian modificar el modelo de
Schwerzman y Pedersen (249), sugiriendo un modelo de cuatro estados para
el complejo FOFl-ATPasa. Basados en los resultados experimentales obteni-
dos en mitocondrias intactas de higado de rata en esta Tesis y aquellos pre
sentados porSchwerzman y Pedersen en vesiculas invertidas de membrana in-
terna de mitocondrias de higado de ratas (249), se puede postular el mode-
1o siguiente: cuando el complejo FOFI-ATPasa tiene unido el péptido inhi-
bidor en presencia de Mg-ATP se encuentra en un estado inhibido {estado I o

estado inactivo}. E1 suministro de energia por sustratos que se oxidan en
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Esquema 11I. Modelfo que Representa £a Dependencia de fa Actividad del Com-
plejo F F,~ATPasa con el Estado Enengizado y con Cationes Metdlicos Monova
Lentes. éstado I: en presencia de Mg-ATP y en ausencia de un potencial

de membrana, el péptido inhibidor se encuentra unido al complejo F F.-
ATPasa, inhibiendo tanto 1a sintesis como la hidrdlisis de ATP. Egtédo II:
el complejo F_F,-ATPasa sufre un cambio de estado cuando se genera un poten
cial de membrin , reduciendo la afinidad del péptido inhibidor por su sitio
de union. E1 complejo F Fl-ATPasa es ahora catalfiticamente activo para la
sintesis de ATP. Se pue8e considerar que es cataliticamente activo para la
reaccion de hidrdlisis de ATP, pero a una velocidad menor. Estado III: la
disminucién de la afinidad del péptido inhibidor por su sitio de unidn en
el estado II trae como consecuencia una liberacidn lenta del péptido inhibi
dor. La liberacidn del inhibidor estd acompafiada por un cambio de estado
tento. ET complejo FOF -ATPasa se consjdera ahora totalmente activo para
catalizar, tanto la s1n%esis como la hidrdlisis de ATP. Ademds de la
accién del potencial de membrana,el aumento de la fuerza idnica por catio-
nes metdlicos monovalentes produciria una liberacidon rdpida del péptido
inhibidor debido a una disminucidn drdstica de la afinidad del péptido inhi
bidor por su sitio de unidn en el estado I y el complejo F F,-ATPasa sufri-
ria un rdpido cambio de estado desde el estado I al estado III directamen-
te ya que no es necesario un tiempo de preincubacion para que actie el po-
tencial de membrana. Estado IV: el complejo F Fl-ATPasa sufriria un cambio
de estado cuando se aumenta la fuerza idnica p8r cationes metalicos monova-
lentes, se reduciria la afinidad del péptido inhibidor por su sitio de unidn
dramdticamente. Cationes metdlicos se unirian a la enzima, ya que ella
presenta mayor actividad catalitica para la reaccidn de hidrdlisis de ATP
que si estuviera en estado III. Si se colapsa el potencial de membrana, o
si se disminuye la fuerza idnica proporcionada por los cationes monovalen-
tes, el complejo F F,-ATPasa se recombina con el péptido inhibidor en pre-
sencia de Mg-ATP y s% forma nuevamente el complejo FoFj-ATPasa del estado
I. Ampliacidn del modelo de Schwerzman y Pedersen (249) por la accidn de
Tos cationes metdlicos monovalentes.




144

1a cadena respiratoria produce una activacién de la sintesis de ATP, la
cual consiste en que la enzima se encuentra en un estado II y afn contiene
el péptido inhibidor. Una vez alcanzado el estado II, el transporte de
electrones por Ta cadena no produce efecto en la actividad de sintesis, pe-
ro el péptido inhibidor se Tibera y la capacidad de la enzima para catalizar
la actividad de hidrdlisis de ATP aumenta. La enzima se encuentra ahora en
un estado III o forma del complejo sin inhibidor. Los jones monovalentes
metdlicos se unirian al complejo en la forma del estado I y como resultado
se obtijene una rdpida y mayor activacidn de la hidrdlisis de ATP, que con-
sistirfa en la 1iberacidn del péptido inhibidor y la enzima se encontraria
en un estado activo IV. Al parecer no habrfa interconversidn entre las for
mas de estado activo IIl y estado activo IV.

2 EN MITOCONDRIAS POR DEPD.

2

B. ALTERACIONES EN LA INCORPORACION DE Ca

Es conocido el hecho que el proceso de incorporacidn de Ca+ estimu-
lado por la respiracidn en mitocondrias estd principalmente Timitado por 1a
velocidad de respiracidén y no por el transportador de Ca+2 mismo, en condi-

2

ciones que la concentracidn de Ca+ es alrededor de 0,2 mM (166, 258, 259,

260, 261). Estas condiciones han sido empleados para la mayorfa de los

2 con el cir-

estudios del mecanismo y la interaccidn del transporte de cat
cuito quimiosmdtico de H+ (262). E1 estudio del efecto de la DEPD sobre el
sistema de incorporacidn de Ca+2 permite correlacionarlo con Ta alteracidn
del sistema de fosforilacidon oxidativa por DEPD en 1o que respecta a la eta
pa que limitaria la velocidad en uno u otro proceso.

. . e . . .. +
Esta investigacidn exploratoria de la incorporacitn de Ca 2 gue de-

pende de la velocidad del transporte de electrones por la cadena
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respiratoria de mitocondrias de higado aisladas de ratas normales y con
DEPD ha conducido a por To menos dos hallazgos que las diferencian en es-
te proceso. Primero, las mitocondrias de higado de ratas con DEPD incor-

2 3 menor velocidad que las ratas normales (20-22% menores) (Ta-

poran Ca+
bla IX), cuando la energia proviene de la oxidacidn de sustratos que reac
cionan en diferentes sitios de 1a cadena respiratoria, lo cual se debe a
una disminucidon de la velocidad de transporte de electrones en la cadena
respiratoria (Fig. 8}, pues el contenido de la citocromo oxidasa de ratas
con DEPD estd disminuido en un 22% (Tabla VI). La velocidad miaxima de in

2

corporacion de ca*¢ es 34% menor en mitocondrias de ratas com DEPD (Fig.

20). Estosresultacos sonsorprendentemente similares a los valores encon-
trados para la disminucion de la velocidad de fosforilacitn de ADP, lo
cual permite corroborar lo anteriormente sugerido, que la etapa 1imitante
principal de la fosforilacidn oxidativa seria la citocromo oxidasa. Segun
do, las mitocondrias de higado de ratas con DEPD tienen menor capacidad pa
ra incorporar ca*? dentro de Ta matriz mitocondrial, en presencia de fosfa
to, que Tas obtenidas de ratas normales (Fig. 21). Estos dos hallazgos
pueden sugerir que el papel de mantener y de regular la concentracidn de

+2

Ca - en el citoplasma de aquellos higados de ratas con DEPD puede estar

perturbado, y en consecuencia muchos procesos celulares, incluyendo metabo

1ismo, mobilidad, exocitosis, transporte a través de membrana y divisidn

2

celular (174, 263), que son regulados por la concentracidn de cat® tibre

2

citosélico, pudieran estaralterados. Ademas "las bombas deca’ de 1a membrana

U +2 . . '
plasmidtica que expuisan Ca = son importantes en Ta regulacidon de Ta con-
~
f4

centracidn de Ca'c en el citoplasma (264). La homeostasis celular pue

de estar perturbada ya sea en el flujo neto a través de Tla membrana




146

2 mito-

plasmitica, o en alteraciones en 1a velocidad de transporte de Ca*
condrial o en ambos (174). La interrogante que surge es, si en estas célu-
las de higado de ratas con DEPD las bombas de Ca+2 de la membrana plasmati-
ca que expulsan Ca+2 tienen la actividad alterada. Para responder a esta
interrogante debiera realizarse un examen detallado del balance entre el

2

transporte de ca’ por la membrana plasmdtica y por la mitocondria en célu-

las hepdticas intactas de ratas con DEPD, por medio de mediciones apropia-
das de entrada y salida de Ca+2.
por otro lado, se ha propuesto otro papel para el proceso de incorpo

2 mitocondrial, el cual seria regular la concentracidn de Ca+2

racion de Ca+
libre de la matriz mitocondrial, que controlaria la actividad de ciertas
deshidrogenasas de la matriz dependiente de la concentracidn de Ca+2 (174).
La DEPD podria afectar Ta actividad de las deshidrogenasas de mitocondria
To que tendria consecuencias fisioldgicas importantes.

En casi todos los otros aspectos, las propiedades y el comportamiento
de las mitocondrias de higado de ratas con DEPD son muy similares a las mi-
tocondrias de ratas normales: T1a liberacidn de H' totales acopladas a la
respiracién y a la incorporacidn de Ca¥2 es idéntica en mitocondrias de
ambos grupos de ratas (Tabla X, Figuras 19 y 20), Ta adicidn de Ca+2 provo-
ca un aumento de la velocidad de oxidacidn de sustratos que reaccionan en
diferentes regiones de la cadena acompaiiado por la incorporacidn de Ca+2,
el valor de la razodn Ca+2/sitio es alrededor de 2,0 y el valor de la razdn
H+/sitio es muy cercano a 2,0 en presencia de fosfato, cuando todo el Ca+2
ha sido incorporado las mitocondrias regresan al estado metabGlico 4 (Figu
ra 18) y en estas preparaciones la incorporacidn de Ca+2 precede a Ta fos-

forilacidn de ADP en la demanda de energia liberada por la respiracidn
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2 y ADP son agregados juntos (Figura 22).

cuando Ca’
Los experimentos realizados en esta Tesis en ausencia de fosfato y
en presencia de NEM demuestran claramente que, el valor promedio de la
razon H+/sitio para el segundo mds el tercer sitio conservador de energia
de la cadena respiratoria de mitocondrias de higado de ratas con DEPD es
muy cercano a 4,0, idéntico al valor promedio de la razdn H+/sﬁtio observa-
do en mitocondrias de ratas alimentadas con dieta normal (Figura 23 y Tabla
XI). Resultados similares se han obtenido en mitocondrias de higado (172,
265), mitocondrias de corazdon de ratas {222) y en mitocondrias de tumor as-
citico de Ehrlich (223). Los resultados informados en esta Tesis extienden
la hasta hoy escasa informacidn disponible con respecto a este parametro
estequiométrico fundamental, en la transformacion de energia en mitocon-

. - DR < .
drias, sugiriendo fuertemente que el valor de la razdn H /sitio seria uni-

versalmente de 4,0.
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