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BESUEEN

En el presente trabajo se estudiaron las características bioquí­
micas de las mitocondrias de cerebro de rata durante la maduración

postnatal y el efecto de 1a tiroideotomia neonatal sobre las mismas.

Para ello primero se debió obtener una preparación de mitocon­

drias de cerebro de rata en satisfactorio estado de pureza, lo que
se logró utilizando el método de Lóvtrup y Zelander para su obtención.
Las mitocondrias asi obtenidas se encontraban en la conformación con­

densada y presentaban valores satisfactorios de P/O y C.R. con diver­
sos sustratos oxidables.

Maduraoión

Se estudió el periodo de maduración comprendidoentre los 5 y

-30 dias de vida postnatal.

El contenido proteico de las mitocondrias purificadas, en base

al peso de tejido fresco original, aumentóaproximadamente4 veces

entre los 5 y 30 dias de edad.

La actividad de SDH,expresada en base al peso de tejido fresco

original, presentó un aumento de aproximadamente5 veces entre los 5

y 30 dias; mientras que la actividad especifica de la mismase duplicó
durante este período.

Se estudió 1a fosforilaoión oxidativa utilizando piruvato+L—

malato y succinato comosustratos oxidables. Conpiruvatoel—malato

se observó un aumento de 3 veces, tanto en el consumo de oxígeno como

en el de fosfato incrgánico, entre los 5 y 30 dias de edad; con succi­



nato el aumento observado en ambos parámetros fué de 2 veces. Tanto

los valores de P/O comolos de C.R. obtenidos con ambos sustratos

fueron satisfactorios desde los 5 dias y permanecieronconstantes
durante todo el periodo estudiado. Esto sugiere que tanto los siste­
mas involucrados en el transporte de electrones comoen 1a sintesis

de ATPaumentan paralelamente y se mantienen en un óptimo grado de
acoplamiento durante el periodo de maduraciónpostnatal.

La concentración de ubiquinona/mg de proteina mitocondrial

aumentó aproximadamente 2 veces entre los 5 y 30 dias de edad, pro­

duciéndose el aumento más importante entre el 10m0y 20m0dia.

Los niveles de los citocrcmos/mg de proteína mitoccndrial aumen­

taron aproximadamente2 veces entre los 5 y 30 dias de vida postnatal.

Los oitocrcmos giga ¡.5 presentaron los aumentosmas importantes entre
los lO y 20 días; mientras que el oitocromo‘! aumentósignificativa­

mente entre los 15 y 20 dias de edad.

El aumento de la concentración de los componentes de la cadena

respiratoria permite postular un aumentode 1a superficie de la memp

brana interna de la mitocondria cerebral durante 1a maduraciónpost­
natal.

Los resultados obtenidos, que indican que los diferentes pará­
metros estudiados no aumentanparalelamente, sugieren que la compo­
sición de la membranainterna de la mitocondria cerebral varía dun

rante la maduración.

Por lo tanto, el aumento observado en el metabolismo oxidativo
de las mitocondrias cerebrales durante la maduraciónse deberia a losa]



cambios que ocurren en la composición de estos organoides, los que
alcanzarian las caracteristicas del animal adulto a los 20 dias de

vida postnatal.

Hipotiroidismo

Se estudió la fosforilación oxidativa en mitoccndrias de cerebro

de ratas normales y radiotiroidectomizadas en el momentodel naci­

miento, a los 30 dias de edad.

Í

Cuandose utilizó piruvato+L-malato comosustrato se observó

una disminución del 17 fi aproximadamente, tanto en el consumode oxi­

geno comoen el de fosfato inorgánico, en las preparaciones provenien­
tes de las ratas cretinas. Utilizando succinatc comosustrato se ob­

tuvieron los mismosvalores de consumode oxigeno y de fosfato inor­

gánico en las ratas normales y en las hipotiroideas. Conlos dos sus­

. tratos utilizados no se observaron alteraciones ni en el P/b ni en
el C.R.

La actividad especifica de SDEno fué modificada por efecto
de la tiroidectomïa neonatal.

Segúnestos resultados no se producirian alteraciones fundamen­
tales en la composiciónde las mitooondrias cerebrales por efecto de

la tiroidectomia neonatal. Se discute, en relación con diversos resul­
tados, la hipótesis según la cual la falta de hormonatiroides desde­

el nacimiento produciría una disminución en la sintesis de proteínas,

que se reflejaríaxen una disminuida sintesis de las diferentes mem­
branas. Por lo tanto, esto .traería comoconsecuencia, una disminu­

ción‘en el númerode las mitoocndrias cerebrales, sin_que se produz­
can alteraciones fundamentales en la composición de las mismas.
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ABREVIATURAS

AAT:aspartato aminotransforasa
AcE: acetil colinasterasa

A.E.: actividad específica
A.E.R.: actividad específica relativa
ADP:adenosina difosfato

ATP:adenoeina trifosfato

C.R.: Control respiratorio
EDTA:etilendiamino-tetraacetato disódioo

E.S.: error standard

GABA:ácido ‘(amino butírioo

HC: mitooondrias crudas

Hïz mitooondrias purificadas

P1: fosfato inorgánioo

Qh: ubiquinona oon.2_un1dades de isopreno en su cadena lateral
SAB: sero albúmina bovina

SEE: suooinato dahidrogenasa
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I. INTRODUCCION

l- Características de la maduracióncerebral

La mayoria de los mamíferos presentan en el momentodel nacimiento

un alto grado de inmadurez de casi todas las estructuras anatómicamente

diferenciadas del cerebro, especialmente la corteza cerebral, tanto desde
el punto de vista histofisiológico comobioquímico. Si bien en estas es­

Vpecies el proceso de desarrollo cerebral se cumple durante los primeros
estadios de vida postnatal, existen otras en las que tal proceso se cum­

ple en la vida fetal. En base a esto, Himwich(1962) ha dividido a los

mamíferos en dos grandes grupos. El primero comprende a aquellas espe­

cies que en el momentodel nacimiento presentan una pobre capacidad mo­

tora, incapacidad de regular su temperatura y otras caracteristicas me­

nores; al mismopertenecen la rata, el conejo, el gato y el ser humano,

entre otras. Por el contrario, el segundogrupo se caracteriza por pre­
sentar en el momentodel nacimiento una capacidad motora casi totalmente

desarrollada, autocontrol de la temperatura, etc.; a este grupo pertene­

cen especies comoel cobayo, la oveja y el caballo.

Los estudios histológicos y funcionales en especies de ambosgrupos,
han demostradoque las diferencias indicadas se correlacionan estrecha­

mente con el grado de desarrollo que alcanza la corteza cerebral en el

momentodel nacimiento. En el cobayo, perteneciente al segundo grupo,

Flexner (1955) ha demostrado que la maduración cerebral se cumple, tanto

desde el punto de vista histofosiológico comobioquímico, entre los 40

y 50 dias de vida intrauterina, presentando en el momentodel nacimiento
un sistema nervioso con caracteristicas similares a las del animal adulto.

Por el contrario,se ha demostrado que en la rata (Hamburghy Flexner,

1957; anrs y Goodhead,1959; García ¿raiz y col., 1967; Pasquini y 001.,

1967), el conejo (Schadé y col., 1964; Dalal y Einstein, 1969; Einstein
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y 0010, 1970) y el gato (Purpura y col., 1964) el cerebro es marcada­

mente inmaduro en el momentodel nacimiento y que su desarrollo, tanto

histofisiológico comobioquímico, ocurre durante los primeros 30 dias
de vida postnatal.

Estos hechos demuestran claramente 1a existencia de una intima corre­

lación entre 1a maduración cerebral y 1a conducta del animal.

Asgectos neurohistológicos x_fisiológicos de la maduracióncerebral

Si bien los estudios de Flexner (1955) demostraron que en el cobayo

la maduraciónhistofosiológica y bioquímica de la corteza cerebral ocu­

rre entre los 40 y 50 dias de gestación, etapa a la que él denominó

"periodo critico"; estudios realizados en la rata, el ratón, cl conejo
y el gato, demostraron que en estas especies, dicho "periodo crítico"

ocurre entre los 10 y 20 días de Vida postnatal.

Tanto en la rata (anrs y Goodhead, 1959) comoen el conejo (Schadé

y col., 1964) y en el gato (Purpura y col., 1964) la corteza cerebral
presenta en el momentodel nacimiento un alto grado de inmadurez y recién
alcanza las características del animal adulto hacia el final del mencio­

nado período. Durante el mismose producen cambios notables en las carac­

terísticas histológicas de la corteza cerebral. Se ha demostradoque 1a

densidad neuronal 6 de empaquetamiento, que indica el número de células
existentes por mm3,disminuye drásticamente durante los primeros 5 dias

de vida postnatal y luego más lentamente hasta el 20m0día, presentando

posteriormente sólo cambios menores. El volumeny el área porcentual del

pericario disminuye marcadamentedurante los primeros 20 dias, mientras

que por el contrario, el de las dendritas aumentarápidamente entre los
5 y 20 días postnatales y luego muchomás lentamente hasta el día 30m0.

La expansión del área dendrítica, característica más importante del
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desarrollo cortical, es la resultante de dos procesos: el aumentodel
número de dendritas que emergende perbario y su posterior ramificación.

El nacimiento de nuevas dendritas del pericario se produce hasta los

12 días, mientras que la arborizaoión de las ya existentes presenta un

marcado aumento entre los 18 y 24 dias. El incremento de la longitud

y densidad axónica es muypequeño durante los primeros 6 dias postnata­

les, se intensifica notablemente entre los 6 y 20 días, aumentandopos­
teriormente en forma leve. La mielinización de los axones es el proceso

que comienza a desarrollarse más tardiamente,aproximadamente a los 14

días postnatales, continuando en forma intensa hasta los 30-40 días.
Se ha demostrado que como consecuencia del aumento del volumen ocupado

por el área dendrítica y la red axónica (conjunto que se denominaneuro­

pila), la probabilidad de interacción axo-dendrítica, dendro-dendritica

y dendro-somática aumenta lO veces aproximadamente entre los l2_y 30

días de vida postnatal.

Estos cambioshistológicos, caracterizados por la rápida expansión

de la neurcpila, presentan una correlación temporal muyestrecha con la
aparición y desarrollo de la actividad eléctrica espontánea. Los estudios

electrofisiológicos de Crain (1952) y de Bradley y col. (1960) han demos­

trado que en la rata la actividad eléctrica espontánea ya es observable
a los 5 dias de vida postnatal aproximadamente,pero sus características

cambian notable y rápidamente, de tal manera que a los 15-2ngias se
puede observar un registro eléctrico similar al del animal adulto. Por

lo tanto, los cambios neurohistológicos que ocurren durante el mismo

período, pueden ser considerados comola base neuroanatómica del desa­

rrollo de la actividad eléctrica, que adquiere las características del
animal adulto al mismotiempo que se produce la rápida expansión de la

neuropila.

Al contrario de lo que ocurre en las neuronas, la densidad de empa­
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quetamiento de las células gliales aumenta con 1a edad; esto ha sido

demostrado por Brizzee y col; (1964), quienes han observado en la cor­

teza cerebral de la rata un aumentodel indice ¿lia/neurona a medida

que aumenta la edad del animal. La posible explicación de estos cambios

puede residir en que mientras el desarrollo neuronal se produce sin di­

visión celular concomitante, las células de la glia si se multiplican
por división celular. La relación entre el aumentodel númerode las

células gliales y los procesos de mielinizaoión y de desarrollo de fenó­

menosde permeabilidad selectiva, caracterizados por la existencia de la
denominada"barrera hemato-encefálica" queda aún por ser explicada.

Aspectos bioquímicos gg_lg maduración cerebral

Los cambios neurohistológicos que acabamos de comentar sugieren que

la morfogénesis cerebral se caracteriza por una activa neoformación de

membranas.Esta morfogénesis activa, que en las especies mencionadas

ocurre durante los primeros 30 dias de vida postnatal, implica necesaria­
mente la-ezistencia de una intensa sintesis de ácidos ribonuoleicos y

proteinas; lo que ha sido demostradopor diversos investigadores.

Utilizando diversos modelos eXperimentales, ha sido demostrado que la

sintesis de RNAes muyactiva durante los primeros estadios del desa­

rrollo, para decrecer luego con la edad (Adams,1966; Johnson, 1967;

Guroff y col., 1968); si bien los mecanismosinvolucrados en la regula­
ción de la sintesis de RNAno han sido aún aclarados.

La síntesis de proteinas es muchomás intensa durante el periodo de

morfogénesis activa que en el animal adulto (Sperry, 1962). Utilizando

cortes de corteza cerebral (Orrego y Lipman, 1967; vahvelainen y Oja,

1969), suspensiones de células cerebrales (Johnson y Luttges, 1966),

sistemas ribcsomales aislados (Mhrthj y Rappoport, 1965; Yamagamwy col.,

1966), así comoen experiencias "in vivo" (Gaitonde y Richter, 1956;
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Szijan y colo, 1969) se ha demostrado que la sintesis de proteínas es

muyactiva durante los primeros estadios de vida postnatal decreciendc

luego con la edad. Esta intensa síntesis de proteinas se ve reflejada

en el importante aumentodel contenido de proteínas por célula (Pasqui­

ni y col., 1967), que es muynotable entre los 5 y 30 dias de vida post­

natal, tanto en la corteza cerebral comoen el cerebelo.

La sintesis de los diferentes lípidos también es muyactiva durante

los primeros estadios de vida postnatal (Sperry, 1962), siendo de interés
señalar que la velocidad de sintesis y deposición no es la mismapara los

diferentes lípidos. Esto fue demostrado por Folch y C010(1959), quienes
estudiaron los cambiosen la concentración de los diferentes lípidos en

cerebro de ratón. Observaron que mientras los gangliósidos aumentan muy

rápidamente, llegando a los niveles del adulto a los 15-20 dias de vida

postnatal, otrcalípidos comoel colesterol, la esfingomielina y los cere­
brósidos se encuentran ausentes 6 en muypequeña concentración en el mo­

mento del nacimiento, aumentandoluego en forma constante durante los

primeros 50 dias. Esta diferencia puede ser explicada teniendo en cuenta

la localización de estos lípidos en las diferentes membranas;los ganglió­

sidos son esencialmente constituyentes de las membranasneuronales, mien­
tras que la esfingomielina y especialmente los cerebrósidos se encuentran

localizados principalmente en la membranamielinica (Seminario y col.,

1964; Lapetina y ccl., 1967). Por lo tanto, las diferencias en los cam­
bios temporales de los diversos lípidos durante el período de maduración

se deberian a las diferencias temporales en el desarrollo de las membra­

nas neuronales y mielina, que han sido demostradas en los estudios neu­

rchistológicos (anrs y Goodhead,1959), Suzuki (1965) ha confirmado el
rápido aumentode los gangliósidcs en el cerebro de rata durante la madu­

ración. Tanto Suzuki (1967) comoRubiolo de Haccicni (1967) han demos­

trado un aumentoen la sintesis y turnover de los gangliósidcs sólo du­

rante el periodo de activa morfcgénesis.



6

Los estudios relacionados con 1a composiciónlipidica de las diver­

sas fracciones subcelulares del cerebro, han puesto en evidencia que 1a

composición de las mismas cambia durante la maduración y que ello ocurre

principalmente en las membranasmielinicas (Horrocks, 1968; Cuzner y

Davison, 1968; Dalal y Einstein, 1969). Esto ha sido confirmado por las

observaciones de Suzuki y col. (1967, 1968), quienes han encontrado cam­

bios en 1a composición de los gangliósidos constituyentes de las membra­

nas mielinicas: mientras que en la denominadamielina inmadura se encuen­

tran los cuatro gangliósidos principales - un monosialo, dos disialo y

un trisialo gangliósido m, durante el desarrollo ocurren cambiosprogre­

sivos, de forma tal que en 1a mielina madura sólo está presente el mono­

sialogangiiósido. Todas estas observaciones sugieren que la composición

de las diferentes membranascambia durante el proceso de maduración ce­

rebral.

Concomitantemente con la activa formación de estos componentes de

membranasse produce un significativo aumento en 1a actividad de diver­

‘*sas enzimas que están localizadas en diferentes membranas. Se ha obseru
tido un importante aumento en 1a ao’ividad de succinato dehidrogenasa

(Hamburghy Flexner, 1957; García Argiz y col., 1967), citocromo oxi­
dasa (Hamburghy Flexner, 1957), GABAtransaminasa y glutamato decar­

boxilasa (van den Berg y 001., 1965; Garcia Argiz y 001., 1967), aspar­

tato aminotransferasa (Pasquini y col., 1967) y adenosin trifosfatasa
(García Argiz y 001., 1967) durante el período de maduración postnatal.

Tambiénse observan cambios en diversas actividades metabólicas de

1a corteza cerebral durante la maduración. Se sabe que la corteza cere­
bral metaboliza glucosa, y que parte de ella es transformada en amino­

ácidos del grupo del glutamato; este proceso, que involucra una activi­

dad mitocondrial, aumenta durante este período (Gómezy Ramirez de Gu­



glielmone, 1967). Por otro lado, en la corteza muyinmadura la mayor

parte do la glucosa netabolizada es transformada en lactato, mientras
que en la rata adulta la mayorparte de 1a glucosa es oxidada a través

del ciclo del ácido cítrico (Ghittoni, 1967). Si bien 1a disminución
en 1a formación de lactato puede ser debida a cambios en 1a isoonzima

de lactato dehidrogenasa predominante (Bonavita, 1964), 1a mayor capa­
cidad de ozidar glucosa sugiere un aumento del número de mitocondrias

6 una mayor capácidad oxidativa de las mismas a medida que el cerebro

madura.



-——.'2- Panel d ln hormonatiroidgí en la maduración cerebral

Los estudios clínicos realizados por Smith y col. (1957) han demos­

trado que los signos de retardo mental y las alteraciones neurológicas

concomitantes sólo se observan en los niños con cretinismo congénito y

no en aquellos en los que el hipotiroidismo se produce luego de los pri­

meros 18 meses de vida postnatalg observándose también que las menciona­

das alteraciones sólo podían ser corregidas por medio de un tratamiento

con dosis adecuadas de hormonatiroidea, iniciado antes del 4to mes de

vida postnatal. Estos hallazgos han demostrado que en el humanola hor­

mona tiroidea desempeñaun importante papel en la maduración cerebral,

semejante al observado en la metamorfosis de los anfibios (Etkin, 1964).

Diversos estudios neurohistológicos han demostradoque la tiroi­

deotomía neonatal en la rata produce profundas alteraciones en el desa­

rrollo histológico del cerebro. Barnett (1948) ha observado que en estas

condiciones se produce un defecto en la mielinizacióno anrs (1961 a, bg

1966) ha realizado estudios cuantitativos en la corteza cerebral demos­
trando que la carencia de función tiroidea desde el nacimiento produce

un marcado defecto en la dendrogónesis y en el desarrollo axónicoo

Legrand (1963, 1965) ha observado que el desarrollo postnatal del cerebelo

de la rata también es marcadamenteafectado por la tiroidectomia neonatal,

produciéndose un retardo en la migración de la capa granular externa, un

defectuoso desarrgïlo de los glomérulos cerebelosos y una disminución en
1a arborización de las células de_Purkinjeol

Estas alteraciones histológicas se.reflejan en actividades funciona­

les, comoha sido demostrado por Bradley y col. (1960), quienes encontra­

ron que el electroencefalogramade la rata cretina-presenta significati­
vas diferencias con respecto a1 de la rata normal. Tambiénse reflejan
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en alteraciones ue la conducta, comose deduce de las experiencias de

aprendizaje y comportamientorealizadas por anrs (1961 b) en ratas,

quien ha sugerido que las alteraciones en la conducta podrian ser 1a

consecuencia de la defectuosa dendrogónesis, que produce una menor

probabilidad de interacción axowdendrítica, dendro-dendritica y dendro­
somátíca.

Hamburghy Flexner (1957) fueron los primeros en demostrar que la

tiroidectomía neonatal en la rata produce notables alteraciones en 1a

diferenciación bioquímica de la corteza cerebral. Estos autores observa­

ron que la carencia de función tiroidea desde el nacimiento produce una

disminuciónsignificativa e irreversible en la actividad de succinato

dehidrogenasa de la corteza cerebral, que se evidencia desde el 10m0

día de vida postnatal. En nuestro laboratorio se ha encontrado que,

además de la succinato dehidrogenasa, otras enzimas comola glutamato

decarboxilasa, GABAtransaminasa, adenosin trifosfatasa y aspartato

transaminasa son notablemente afectadas por la tiroidectomia neonatal,

tanto en cerebro comoen cerebelo (Garcia Argiz y 001., 1967; Pasquini y

001., 1967). Bálazs y col. (1968) observaron algo similar con respecto a
la glutamato decarboxilasa y Geel y Timiras (1967 a) demostraron que la
evolución de la acetilcolinesterasa tanto en 1a corteza cerebral como

en el hipotálamo eran notablemente arectadas por 1a ausencia de función
tiroidea. Tambiénse ha observado que tanto el contenido de proteínas

por célula como-el;de RNApor célula es significativamente más bajo en

la corteza cerebral y el cerebelo de las ratas radiotiroidectomizadas

en el momentodel nacimiento que en las normales (Qeel y Timiras, 1967 b;

Pasquini y ool., 1967). ' '—_*

Todos estos estudios relacionados con los efectos de la hormona

tiroidea sobre la diferenciación bioquímica del cerebro concuerdan con
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las alteraciones histológicas que ya hemosmencionado. Este paralelismo

también se observa cuando se comparanlos resultados neurohistológicos con

los bioquímicos, en los casos en que se ha explorado el período durante el
J- maduración: Las.,cual la hormonatiroidea ejercería sus efectos sobre l

observaciones de Legrand (1963) en cerebelo y de anrs (1961b; 1966) en

corteza cerebral han demostradoque las alteraciones histológicas se

producen siempre que la tiroidectemia se realice antes del 12do dia de

vida postnatal y que en la rata cretina estas alteraciones puedenser

corregidas por la administración de hormonatiroidea, siempre que el
tratamiento se inicie antes del lOmo-l2dedia de vida postnatal. Este
fenómeno también ha sido observado en los es udios relacionados con 1a

diferenciación bioquímica. Hamburghy Flexner (1957) demostraron que la

disminución de 1a actividad de succinato dehidrogenasa producida por la

tiroidectomia neonatal sólo podia ser corregida por la administración de

hormonatiroidea dentro de los primeros lO dias de vida postnatal. Ramí­
rez de Guglielmone y Gómez(1966) observaron que la disminución de la

concentración cerebral de ácido aspártico, que produce la tiroidectomïa
nennatal en la rata, se corregia por la administración de tiroxina a
partir del 10m0dia pero no cuando se comenzabala terapia a los 15 dias

de edad. Geel y Timiras (l967a y b) observaron que la disminución de la

actividad de acetilcolinesterasa y del contenido de RNApor célula podia

ser corregida administrando tiroxina desde el 5to dia de vida postnatal.

Krawiec y col. (1969) también han confirmado la existencia de un periodo

critico al demostrar que'las alteraciones en la concentración de ácidos

nucleicos y en la actividad de succinato dehidrogenasa, GABAtransaminasa

y aspartato aminotransferasa sólo podían ser-corregidas comenzandoel tra­

tamiento con hormonatiroidea el dia 10m0;mientras que cuando la inicia­
ción de la terapia de reemplazo se retardaba hasta el 15to dÏï, la hor­
monano presentaba ningún efecto córrectorá La"66ncordanbia-éntre los

estudios bioquímicos e histológicos confirma la existencia de un período
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critico durante el cual la hormonatiroidea ejerceria sus efectos sobre

la maduración cerebral, hecho que ya habia sido sugerido por los estudios

clinicos de Smith y col. (1957).

Lo comentadoanteriormente sugiere que la principal caracteristica

de 1a alteración producida por 1a carencia de función tiroidea desde el

nacimiento es una marcada deficiencia en la formación de membranas. Lo que

es indicado por el marcado defecto en la dendrógénesie, el desarrollo de

la red axonal y la formación de mielina y por la notable disminución de

la actividad de diversas enzimasque son constituyentes de diferentes or­

ganoides subcelulares.

Teniendo en cuenta que el contenido de RNApor célula está marcada­

mente afectado por el hipotiroidismo neonatal (Geel y Timiras, 1967b;

Pasquini y 001., 1967) y que las hormonas que actúan sobre los procesos

de crecimiento y desarrollo lo hacen estimulando la sintesis de RNAy

proteinas (Tata, 1965a), es lógico suponer que la ausencia de función
tiroidea desde el nacimiento en la rata debe conducir a una disminución

en 1a sintesis de proteinas. La alteración en 1a sintesis de proteinas
cerebrales comoconsecuencia de 1a tiroidectomia neonatal ha sido demos-l

trada por Bálazs y Gaitonde (1968) y por Geel y col. (1967) y ha sido

confirmada en nuestro laboratorio por Szijan (comunicaciónpersonal). Si

bien ha sido sugerido, sin suficiente evidencia experimental, que la hor­
monatiroidea estimularia el transporte de aminoácidosen el tejido cere­

bral (Geel y 001., 1967) 6 que actuaria sobre la sintesis de proteinas a

nivel de la traducción (Bálazs y Gaitonde, 1968; Bálazs y col., 1968) el
mecanismopor el cual actúa la hormonatiroidea estimulando la sintesis

de proteinas en el cerebro aún no ha sido aclarado.
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-_...—.3- Compgñigiég y funmión mitocgndgial

Las mitocondrias, estructuras halladas en las células de todos los

organismos aeróbicos, contienen sistemas multienzímáticescapaoes de aco­

plar la oxidación de metabolitos por el oxígeno molecular a la síntesis

de ATP.Las reacciones ozidativas catalizadas por la mitooondria forman

parte, principalmente, del ciclo del ácido cítrico, si bien hay otras

reacciones.que también pueden participar en los procesos de acoplamiento,

comoser la oxidación de ácidos grasos,¿(—glicarofosfato,¡3-hidroxibuti­
rato, etc. (ver Figura 1). El sustrato oxidable preferencial dependedel
origen de la mitocondria.

La mitoeondria está formada por dos sistemas de membrana: una mem­

brana externa que encierra a la mitondria y otra interna que se irradia

hacia el interior desde la periferia formandoinvaginaciones llamadas
crestas, lo que hace que ésta última presente una gran superficie (apro­
ximadamente 100-200 Luz/01113)oAmbosson sistemas lipoproteicos que con­

tienen distintos grupos de enzimas, diferentes subunidades y cumplen
diferentes funciones (Green y MaoLennan,1967; Parsons y col., 1967;

Pullman y Schatz, 1967; Lardy y Ferguson, 1969).

La membranainterna, lugar en que se produce la fosforilación oxi­

dativa, está compuestapor subunidades, llamadas particulas elementales,

que pueden ser resueltas en una membranabasal, en la que se encuentra

la;padena de transporte de electrones y una parte separable fácilmente,

que contiene la ATPasamitooondrial'(Green y HaeLennan, 1967; Korn, 1969). ­
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elena respiratoria

La cadena respiratoria está formada por un complejo multiennimztico que

.contiene grupos de óxidonreduccién que transfieren los elec+roncs desde el

succinato y NAJHa1 ox’geno, Está constituida por flavoproteínas, ubiqui­

nona, citocromos (h, c1, Q, a y a3), hierro no hominico y cobre. Su orde­
namiento, basado en estudios termodinámicos, cinéticos y efectos de inhi­

bidores, se puede observar en el esquemapresentado en la Figura 1.(Lehnin­

gor, 1965; Green y MacLenndn, 1967; Klingenberg, 1968).

Los citocromos son hero proteinas qáe se diferencian entre si por los

sustituyentes del anillo porfirínicó y/ó en 1a proteína unida a este. Se
han encontrado tres tipos de grupo hemoen los citocromos. Los citocromos

g y gl contienen el mismogrupo hemo pero se diferencian en 1a porción
proteica, lo que les confiere distintas propiedades fisicoquímioas. En
estos dos citocromos el grupo hemose encuentra unido a la proteína por

uniones covalentes, a diferencia de.lo que ocurre en los otros citocromos

(pkunuki, 1966). Conrespecto a los citocromos a y a3, se encuentra en dis­
cusión si formanuna sola especie molecular ó son dos especies distintas

(Okunulci, 1966; Gibson, 1968).

La coenzima Q 6 ubiquinona fué descubierta en mitocondrias de corazón

por Crane y C010 (1957); estudios posteriores demostraron que es un compo­

nente de 1a cadena de transporte de electrones (Chance, 1965; Green y
Brierley, 1965; Klingenberg y Krüger, 1967). Es una benzoquinona que tiene

comosustituyentes dos grupos metoxilos, un grupo metilo y una cadena late-­

ral de 30 a 50 átomos de carbono (6 a lO unidades de isopreno), denonináns _

dosela gó'a Qlo según las unidades de isopreno que contenga. La concentra-__
ción y el tipo de ubiquinona varía según la especie y el órgano estudiado

(Lester y Crane, 1959; Crane,'1965)ï‘ ———" —‘“' “ ' —“
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FIGURA 1 a

Esauemade la cadena respiratoria
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Se ha indicado el lugar de entrada de diversos sustratos oxida­

bles y la localización de los sitios de fosforilaoión (I, II y
III).
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Fosforilación oxidativa

Actualmente hay tres teorías que tratan de explicar el mecanismopor

el que se produce el acople entre la energia liberada en el transporte de

electrones y la formación de uniones de alta energia en la forma de ATP.

Son la quimica, la quimiosmótica y la conformacional; se diferencian en

el paso primario de la conservación de la energía considerado.

Según la teoría química (Slater, 1966; Pullman y Schatz, 1967) duran­

te el proceso de oxidación de un transportador reducido de la cadena res­

pratoria AHZ, éste se combina con una sustancia C formando un compuesto
de alta energia A.AJC, que posteriormente se fosforila (C¡x;P) y transfiere
el fosfato al ADPpara formar ATP.

AH2 + B + C E-——i: A!\IC + BH2 (l)

Aru C + Pi 7.:: Cw P + A (2)

c u P + ADE d7:: ATP + c (3)

La disponibilidad de C para la reacción (l) constituye 1a base del
mecanismode control respiratorio} El control respiratorio es una rese

puesta reversible de la velocidad respiratoria de la mitocondria, incu­

bada en presencia de sustrato oxidable y oxígeno, a la disponibilidad

de Pi y ADP(Chance, 1959; Slater y Hülsmann, 1959). En presencia de Pi
y ADPla velocidadde respiración es alta, y en ausencia de alguno de los

dos 6 de ambos es_baja. Se cree que esto se debe a que en ausencia de Pi
y/ó ADPse acumula el internediario.Ar»IC inhibiéndose por lo tanto la

reacción (l), y la respiración estaria entonceslimitada por la veloci­
dad de hidrólisis de AtNIC. La existencia de los compuestos de alta

energia no ha podido ser comprobada. Se supone que este acople se pro­

duce en tres lugares de la cadena respiratoria, indicados en la Figura l.
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Según la teoria qu niosmótica propuesta nor Mitchell (Hitchell,

1966; Pullman v Schatz, 1967) ol paso primario en el proceso de aco;la—

miento es la translocación de protones a través de la memEranaacenlante.

Comotambié. se p stula ‘u: »sta membrana es impermeable a los iones en

general, no sólo se produce un gradiente en la concentra.ión de protones

sino también un gradiente eléctrico, generándose de esta maneraun poten­

cial electroquimico. En presencia de ¿DPy Pi, la energía libre del po­
tencial electroquímico creado por el flujo de electrones a-través de la

cadena respiratoria es utilizado para sintetizar ATP,por medio de una
ATPasavectorialmente localizada en la membranaacoplante. En ausencia

de ADPy Pi el potencial electroquímico no disipado controla el flujo
de electrones, estableciendo el control respiratorio.

La teoría conformacional propuesta por Boyer (Pullman y Schatz,

1967; Boyer, 1968) postula que la_energía derivada'de 1a transferencia

dé electrones es conservada comoun cambio conformacionel de una enzima

respiratoria, que estaría acoylado de alguna manera a una reacción de
fosforilación.

Independientemente del mecanismoinvolucrado, se puede considerar a

la mitocondria comonn aparato de transducción de energía, en el que el

flujo de electrones lleva a la formación de un compuestode alta energía

6 estado energizado que'puede 5er utilizado en la síntesis de ATP, en

la translocación de iones, en 1a transhidrogenación entre píridin nucleóti­
dos, en 1a activación de aminoácidos para la síntesis de proteína mitocon­

drial, en la activacien de_acidos grasos 6 en funciones mecanoquínicas

(Lehninger, 1965; Pullman y Schatzt 1967; Lardy y Ferguson, l969),
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4- E}nalidad_gg este jrabajo

Nuestro trabajo ha sido planeado con el fin de tratar de aclarar dos

problemas.

La información existente en la bibliografía con respecto a las propie­

‘ades de las mitocondrias cerebrales durante el periodo de maduración post­

natal es contradictoria» Las observaciones de Dahl y Samson(1959) sugie­

ren que el aumento de la capacidad oxidative del cerebro durante la madura­

ción se debe a un mayor número de mitocondries y no a un aumento de la acti­

vidad enzimática por mitocondria, al mismotiempo que la capacidad.de eco­

plar la fosforilación con la oxidación tenderia a disminuir con 1a edad.

Por el contrario, los resultados de Hilstein y col. (1968) sugieren que

tanto la capacidad oiidativa comola fosforilante, expresada en base al

contenido proteico mitocondrial, aumenta con 1a edad. Por lo tanto, para

_tratar de comprender los cambios que ocurren cn las mitocondrias_cerebra—

les durante la maduración se estudiaron sus propiedades metabólicas duran­

te los primeros estadios del desarrollo postnatel, una vez obtenida una

preparación mitocondrial fuertemente acoplada y cuasatisfactorio grado de
pureza.

El segundo problema que hemos tratado de aclarar se relaciona con el

efecto de la tiroidectomïa neonatal sobre las propiedades de las mitocon­

drias cerebrales. Los trabajos de Eamburghy Flezner (1952), Pasquini y

0013 (1967) y García Argïz y col. (1967) han demostrado que la actividad

de enzimas mitocondriales comosuccinato dehidrogenasa, aspartato amino­

transferasa y GABAtransaminasa, medida en hcnogeinizado de corteza cere­

bral, es notablemente‘afectada por_1a tiroidectomía neonatal. Esto ha
planteado 1a duda si la disminuida actividad de las enzimasïíïtocondriales
se debe a un defecto cualitatiuo enmlaifórnación'dé_1áb'hitocondrias ó a

una disminución del número de estos organoides sin cambios aparentes en su
\
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Animalesutilizados

En todos los experimentos se utilizaron ratas de.1a cepa Wistar cria­

das en cltïvero de este laboratorio, utilizando el métodode continuo
"imbreeding" con el fin de evitar inconvenientes de orden genético.

En todos los casos cada madre conservó 8 crías; éstas se separaron de

la madre al 20m0día de vida; la alimentación posterior consistió en una

dieta sintética (Forramez, MolinosRío de la Plata) y agua ad libitum.

Para estudiar los cambios durante la maduraciónnormal se utilizaron

animales entre 5 y 30 dias de edad, con intervalos de 5 días.

Para estudiar los efectos de hipotiroidismo neonatal sobre las propie­

dades de las mitooondrias cerebrales todos los animales de una camadafue­

ron inyectados por vía intraperitoneal con lOO‘pCde 1131 libre de porta­

dor, dentro de las cuatro primeras horas de vida, según 1a técnica de

Goldbergy Chaikoff (1949). Se descartó la tiroidectomïa quirúrgica ya que,

ademásde no ser de fácil realización en la rata recién nacida, va acompa­
ñada de paratiroidectomia. Tambiénse desechó el uso del tiouracilo para

producir el hipotiroidismo, pues esta droga presenta marcados efectos ex-I

tratiroideos, tanto enïla utilización periférica de las hormonastiroideas
(Escobar del Rey y Eomreale de Escobar; 1961) como en el metabolismo de las

proteinas hepáticas (Yatvin y 001., 1964).

Se inyectaron todas las crías de una camaday se usó comocontrol

otra camada sin inyectar, debido a que cuando se inyecta solamente la

mitad de la camada 1a compEtencia por la alimentación materna es desven­

tajosa para los animales inyectados con respecto a los controles, produ­
ciéndose de_esta manerá‘ün porcentaáe muchomás alto de mortalidad. Por

otra parte, la eliminación biológica del iodo radioactivo por la orina
podria producir complicaciones en los controles. Cadamadre de ratas
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inyectadas fué eliminada del plantel una vez finalizada la lactancia.

Para verificar la destrucción de la tiroides se realizó una prueba

de captación según el método de Geel y Timiras (19673), en una ó dos

ratas de las camadas inyecta as y controles, a los 30 dias de edad.

131 y a las 20 horas seSe inyeotnron intraperitonealmente 10}uCde I
midió la radiactividad en un trozo de tejido de la zona correspondiente

a la tiroides y en una masa similar de músculo de muslo, en un contador

de pozo. Se determinó la relación entre la captación en la tiroides y

en el múSculo de muslo; si esta relación era menor que 2 se consideraba

un grado satisfactorio de hipotiroidismo y la camadaera utilizada. En

las ratas normales se obtenía una relación de 150-300.

Se compararonlas propiedades de las mitocondrias aisladas de ratas

normales y radiotiroidectomizadas en el momentodel nacimiento, a los 30

días de edad.

thención gg_l3 fracción pitocondrial

Las mitocondrias de cerebro de rata fueron obtenidas según el método

escripto por vatrup v Zelander (1962).¡1

Todas las operaciones se realizaron a O°—4°C;según la edad se usaron

grupos de 3-50 ratas en cada fraccionamiento. Las ratas se sacrificaron

por decapitación y los cerebros se sacaron rápidamente (en aproximadamente
40 segundos),-se-la%aron con una solución fria de sacarosa 0.44 H, se eli­

minó el exceso de líquido y se pesaron. El tejido se cortó en pequeños
trozos y se homogeinizó con 5 volúmenes de sacarosa_0.44 M en un homogei­

nizador Potter;Elvehjem, constituido por un tubo dE’ïÏdrio y un émbolo de

teflon, con una luz de 0.25 mm.El homogeinizado se diluye al 10 % (p/v)
con sacarosa 0.44 Mobteniéndose asi el homogeinizado inicial (H.T.) que

se fraccionó según Se indica en la Figura 2. Luego de cada centrifugación
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Esguema del métocïode fracciggamiento utilizado para.
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duo se resuspendió en sacarosa 0,22 H y se rehonogeinizó a mano; ovtenién­

dose de esta manerala fracción de mitooondrias purificadas (H?) utiliza­

da en los estudios de los cambios durante la maduración normal y de los
- k

efectos del hipotiroidismo sobre las propiedades de las mitocondriaso

"Jlos‘orilación oxidativa

El consumo de oxigeno se midió manométricamente en un aparato de

Warburg (Umbreit y 001., 1957; Slater, 1967). Se utilizaron vasos de

5 ml; el volumen final del medio de incubación fué 1.25 m1y la composi­

ción del medio para medir el consumode oxígeno en el estado 4 fué la si­

guiente: ClK 50 mm, 804Mg 6.5 mm, EDTA2 mm, EHa 10 mm, buffer fosfato
pH 7.4 13.5 mm,albúmina cristalina bovina 2 mg/ml, sustrato oxidable

13 mM(cuando se usó piruvato ó L-glutamato, se agregó L-malato 1.3 mu),

suspensión mitooondrial 0.5 mgde proteina/m1 (excepto en las preparacio­

nes mitocondriales provenientes de ratas de 5 días, en que se usó una

concentración de 1.0 mg/ml), sacarosa en cantidad suficbnte comopara

"obtener una osmolaridad final de 0.22 H. Para medir el consumode oxí­

geno en el estado 3, el medio de incubación también contenía ATPl mu,

glucosa 28 mu; hexoquinasa (ATP:d-hexosa 6-fosfotransferasa, EC 2.7.1.1.;

Sigma Tipo III) 0.12 mg/ml. En ambos casos el vaso central contenía

0.1 ml de una solución de KOH20 fl. La suspensión nitoeondrial utilizada

provenía de una prefieración recién obtenida.
- —-—<

Cada experimento consistió en determinaciones por duplicado de cada

una de las dos_condiciones: en presencia de acepten-de fosfato (estado 3)y
en Siausencia (estado 4). Las incubaciones se realizaron en atmósfera de

aire, a 37°C; luego de 5 minutos de equilibración, se incubó durante

15 minutos, periodo durante el cual se mantuvieron lineales tanto el
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consumode oxigeno c020'e1 de fosfato inorgánico, Luego de la incubación.

se agregó rápidamente 0.25 ml de ácido tricloroucótico 70 fi a O°Ca los

vasos que contenían mitocondrias en el estado 3; se dejó a O°Cdurante

15 minutos aproximadamente, se centrifugó y en el sobrenadante se deter­

minó fosfato inorgánico según el método de Fiske y Subberow (1925).

El consumode fosfato inorganico se midió por diferencia entre el pre­

sente a tiempo cero y el remanente al final de la incubación (Slater,

1967).

El consumo de oxigeno se expresó en microátomos de ozígeno/h/mg de

proteína mitocondrial y el consumode fosfato inorgánico en micromoles

de fosfato inorgánico/h/mg de proteina mitocondrial.

La relación P/O,-que expresa el rendimiento de la fosforilación

oxidatita (Slater, 1966y 1967), se determinó calculando el cociente
entre el consumode fosfato inorgánico y el de oxígeno.

El control respiratorio (CLR.), que es una medida del grado de aco­

piamiento entre el transporte de electrones y la fosforilaoión (Chance,
1959; Slater y Eülsmann, 1959), se determinó caiculando 1a relación en­

tra el consumode oxígeno en presencia de aceptor (estado 3) y el con­

sumo de oxigeno sin aceptor (estado 4).

Actividad de succinetg dehi‘roaenasa

._ La actividad de succinato dehidrogenasa (SDH)fué medida espectro­

fotométricamente según el método de'Slater y Banner (1952) modificado

por De Robertis y 0019 (1962). El medio de incubación consistió ens.

euccinato de sodio 22 mm,ferricianuro de potasio 1.1 mm, cianuro de

potasio 11 mu, buffer fosfato pHá.24 31.5 ná, O.8-1.3 mgde-proteína

de H.T. 6 0¡2—0.5-mgde proteina de‘suspensión“mitocondria1}“volumen

final 2.7 ml. Se incubó 10 minutos a 37°C, se paró la reacción mediante
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el agregado de 2 ml de ácido trioloroacético 35 fi, se centrifugó y luego

se midió la absorbanoia a 420 mp en un espectrofotómetro BeckmanDU.

Se calculó la diferencia entre la absorbancia medida a tiempo cero yfial

final de la incubación. Se definió una unidad comola cantidad de enzima
que produce una disminución en la absorbancia de 0.100 por minuto a 37°Co

La actividad especifica de la enzima se expresó en unidades/h/mg de

proteina y la actividad total en unidades/h/gramode tejido fresco ori­
ginal.

Actividad gg acetilcolinesterasa

La actividad de acetilcolinesterasa (ACE)fué determinada según el

método de Augustinsson (1957), modificado por De Robertis y col. (1962).

La actividad de la enzima se expresó en micromoles de aoetilcolina hi­

drolizada por hora.

Determinación gg ubiouinona

Solventes utilizados:

El etanol fué purificado según el método indicado por Redfearn

(1967): se calentó a reflujo durante una hora en presencia de zinc en

polvo (20 g/litro) y KOH(4o g/litro), y luego se destiló. La purifi­

cación del metanol se realizó por calentamiento a reflujo durante una
hora en presencia de ácido oxálioo y posterior destilación. El éter

de petróleo (GoA¿,punto de ebullición 40°-60°C, Merck) no contenía can­

tidades apreciables de bencenoy por lo tanto fué utilizado sin destilar.

La extracción y determinación de ubiquinona se realizó según el

método descripto por Redfoarn (1967), que consiste en los siguientes

pasos: a) extracción de los lípidos con éter de petróleo; b) elimina­
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ción de los lípidos interferentes por partición del extracto entre éter

de petróleo y metanol y c) determinación espectrofotcrátrica de la ubi­

quinonao

En las ratas de 20 a 90 dias se eztrajeron 9 a 13 mg de proteina

mitocondrial; en cameio en las ratas más jóvenes se debieron utilizar

cantidades mayores'ïls a 30 mgde proteína) para poder extraer cantida­

des medibles de ubiquinonao

Una alícuota de suspensión mitocondrial (1 a 2 m1) conteniendo 9

a 15 mg de proteina/ml se colocó en un tubo de centrífuga de 10 ml de

capacidad con tapa de vidrio esmerilada y ee agregaron 2 ml de metanol

y 2.5 m1 de éter de petróleo. La suspensión se agitó mecánicamente du­

rante un minuto con el fin de extraer la ubiquinona. Se centrifugó a
1500 rpm 5 minutos y la capa-etérea superior se pasó a otro tubo simi­

lar. La suspensión mitooondrial desnaturalizada se extrajo nuevamente

con 1.5 ml de éter de petróleo. Los extractos etéreos reunidos se tra­

taron con 1 ml de metanol: agua (95:5), se agitó un minuto y luego se

centrífugó. La capa superior etérea fué evaporada a 40°C, a presión re­
ducida. El residuo se disolvió en'l nl de etanol espectrofotomátrica­

mente puro y se centrifugó a 10000 rpm 15 minutos con el_fin de separar
particulas insolubles que pudieran alterar el espectro. En el sobrena­

dante se determinó el espectro de absorción en la zona de 230-320 mu,

en_un espectrofotómetro_geiss PEQII. Luego se agregó ennla misma cuba

3¡pl de solución de borohidruro de potasio en KOH0,1 N (50 mg borohi­

druro/ml) preparado en el momentode ser usado y 3‘yl de ¿oido acético
1 N. Una vez que hubo cesado el desprendimiento de burbujas de hidrógeno

se determinó nuevamente el espectro de absorción entre 2301320 mp, la
presencia de ubiquinona se reveló.por_la"desapariciónrdel.máximo de ab­

sorción a 275 mp (ubiquinona) y su desplazamiento a 290 mp (ubiquinol)
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(Pumphrey y Redfearn, 1960).

La concentración de ubiquinona se calculó considerando la disminución

en la absorbancia a 275 mny utilizando el coeficiente de extinción mole»

cular parakla diferencia en la absorción entre las formas oxidada y redu­
)cida de la ubiquinona (6,0 -€ = 12.25 mïfl cm.”1(Rodfearn, 1967).x red 275

Los niveles de ubiquinona se expresaron en milimicromoles/mg de pro­
teina mitocondrial.

Determinación gg citocromgg

Para determinar los niveles de citocromos se utilizó un espectrofo­

tómetro de doble haz, diseñado por Britton Chance (1954; 1957) construido

en la Johnson Foundation, Philadelphia, Pennsylvania. Este aparato per­

mite registrar; en función de la longitud de onda, la diferencia entre

las densidades ópticas de dos suspensiones mitocondriales que difieren
en su estado metabólicoo Comoconsecuencia de su gran sensibilidad per­

mite determinar el espectro diferencial debido a pequeños cambios en

1a absorción, sin interferencia de otras sustancias presentes que absor­
ban fuertemente en esa misma zona del espectro.

Se determinó el espectro diferencial entre los estados oxidado y

reducido de los citocromos (Chance y Williams, l955; Chance, 1957).

Para la daieéminación de los citocromos.g_i_g1 y‘g, ambas subas
contenían: buffer fosfato pH 7,4_10 mm,sacarosa 0.22 My'euspensión

mitocondrial 1.5-3 mgde proteina/ml. Se trazaba_}a linea de base y
-luego ee agregaba a una de ellas succinato de potasio 10 mm;una vez

producida la anaerobiosis se registraba el espectro diferencial. El
citocromo'g se determinó de una manera similar, excepto que junto con

el succinato se agregó antimicina A (Sigma Chem.00., Tipo III) en

una concentración final de 0.44 pg/ml; la proteina mitocondrial fué
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de 3-4 mg/ml. Las determinaciones se realizaron a 20°—22°C.

Cada experimento consistió en determinaciones por duplicado; se

utilizaron 3-4 preparaciones mitocondriales para cada edad. Los nivew

les de citocromos obtenidos fueron los mismosen preparaciones mito­

condriales frescas 6 congeladas.

Los coeficientes de extinción milimolar y los pares de longitud

de onda utilizados fueron: 24 para el citocromo E (605-630 nu) (van

Gelder, 1966); 19.l para los citocromos c + ol (551-540 cp) (Chance,

1957) y 20 para citocromo‘g (563-573 qu) (Chance y Williams, 1955);

Los resultados se expresaron en milimicromoles de oitocromo/mg

de proteína mitocondrialo

Determinacióngg proteínas'

Las proteínas se determinaron según el método descripto por Lowry

y col. (1951), usando seroalbúmina bovina cristalizada comostandard.

Microscopía electrónica

Las fracciones particuladas fueron fijadas en una solución do glu­

taraldehído 3 fl en buffer fosfato 0.1 MipH7.3 y luego en tetróxido de

osmio 1.5 % en buffer, según el método de Sabatini y col. (1963). Antes

de 1a deshidratación, fueron sumergidas en acetato de uranilo acuoso

É % durante 150 minutos-y luego incluídos en Epon 812. Fueron secciona­

das con un ultramicrótomo LKBy se montaron en grillas de cobre. Los
cortes se trataron con citrato de plomosegún la.técnica de Reynolds

(1963) y fueron observados bajo_un microscopio electrónico Siemens-..
Elmiskop I.
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m- CARACin. ISTICAS EE'IHBGLICAS pg _L¿\_FRACCIOIÏ

LIITOCOITDRIAL ameno pg gg

Abood y col. (1952) y Brody y Bain (1952) fueron los primeros en

estudiar las características metabólicas de las mitocondrias cerebrales,

y con tal fin adaptaron para su aislamiento las técnicas convencionales

de centrifugación diferencial, originalmente desarrolladas para el aisla­
miento de las mitocondrias hepáticas. Observaron que para obtener un

buen rendimiento era necesario utilizar mayoresfuerzas gravitacionales

que las necesarias para sedimentar las mitocondrias de higado, entre

10000 y 20000 x g. Sin embargo, fué demostrado por De Robertis y col.

(1961) que la fracción mitocondrial obtenida de esta manera presentaba

una notable heterogeneidad en cuanto a su composición; además de mito­

oondrias, contenía fragmentos de mielina y terminales sinápticos. Uti­
lizando gradientes de densidad en base a soluciones de sacarosa, De

Robertis y col. (1962) lograron separar los distintos organoides que se

encontraban en la fracción mitooondrial cruda, obteniendo una fracción
constituida exclusivamente por mitocondrias libres.

Cuandointentamos estudiar las propiedades de la fracción mitocondrial

obtenida por este método, obtuvimos muybajos valores de relación P/O y

de C.R., lo que indicaba que esta preparación, a pesar de su alto grado

de pureza, estaba deteriorada desde el punto de vista funcional. Esto

era de esperar, ya que las microfotografias electrónicas presentadas por

De Robertis y col. (1962) muestran que las mitocondrias aisladas por este

métodopresentan un alto grado de hinchamiento y cierto deterioro en sus

crestas. Por lo tanto, el métodode separación de las mitocondrias por
medio de gradientes de sacarosa no fue considerado de utilidad para nues­
tros fines.
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Diversos autores intentaron mejorar la purificación de las mito­

condrias de cerebro sin alterar sus propiedades metabólicas (Ldvtrup

y Zelander, 1962; Jabsis, 1963; Stahl y 001., 1963; Ozaway 001.,

1966). Dado que el método propuesto por Ldvtrup y Zelander (1962) dió

resultados satisfactorios, fue el que se adoptó para la obtención de la
fracción mitocondrial utilizada en nuestro trabajo. La observación a1

microscopio electrónico de la fracción de mitocondrias purificadas (MP)

obtenida por este método, mostró que el grado de purificación alcanzado

era muybueno; la preparación no contenía fragmentos de mielina y la

contaminación con terminales sináptioos era baja. Además,las mitocon­

drias no presentaban hinchamiento y se encontraban en el estado de con­

formación-condensada, según fuera definido por Hackenbrock (1968) (ver

Figura 6).

Para estudiar bioquímicamenteel grado de purificación alcanzado

con este método de aislamientq se compararonlas actividades de dos

enzimas en 1a fracción de mitooondrias crudas y en la de mitocondrias

purificadas. Se eligió a la SDH,que es un constituyente exclusivo de

las membranas mitocondriales (Green y MacLennan, 1967), comomarcador

de las mitooondrias y a la LOEcomomarcador de los terminales sinap­

ticos (De Robertis y col., 1962). La Figura 3Amuestra que por el pro­

cedimiento de purificación utilizado en este trabaqo, el porcentade'de
la actividad de SDHrecuperado disminuye del 73 fl del H.T. en HC a

14 fi en MP. Si bien estos resultados indican una pérdida importante de

mitooondrias por el proceso de purificación, ya que el porcentaje de

actividad de SDHdisminuye aproximadamente 5 veces, es de interés seña­

lar que el porcentaje de 1a actividad recuperada de AcEdisminuyó 10

veces por 1a purificación de las HC. El grado de purificación alcanzado

está indicado por los cambios de las A.E.R.de ambas enzimas, comose

muestra en 1a Figura 3B, donde puede observarse que mientras 1a A.E.B.

de SDHaumenta 2 veces por la purificación, la de AdEdisminuye aproxi­
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FIGURA 3

Actividad de SDHy ACEdurante 1a purificaciég de las mitocondrigg

°/oHT AER
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Los resultados son las medias de 3 experimentos utilizando cerebro

de ratas de 30 días de edad. La determinación de SDHy AoE se rea­

lizó según se indicó en Material y Métodos. MC:fracción de mito­

condrias crudas, sedimentada a 14500 z g 15 min.; MP: fracción de

mitocondrias purificadas, sedimentada a 7000 x g 15 min. (ver Fi­

gura 2). %HT: por ciento de 1a actividad enzimática del homogei­

nizado inicial recuperada en las fracciones MCy MP.AER:activi­
dad específica relativa.
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madamentea la mitad.

Estos resultados confirmaron los obtenidos por la observación al

microscopio electrónico; por lo tanto, dado el grado satisfactorio de

pureza alcanzado, se decidió estudiar el estado metabólico de las mi­
tocondrias así obtenidas.

En la Tabla I puede observarse que cuando las HP fueron incuba­

das con piruvato + Inmalatc comosustrato oxidable, si bien los va­

lores de B/Ofueron satisfactorios, los de C.R. fueron bajos. El

agregado de albúmina al medio de incubación no produjo modificacio­

nes en la relación P/O, pero si un considerable aumentoen el 0.a.

Este efecto, que se debió a una disminución del consumode oxígeno en

el estado 4, sugiere la presencia de desacoplantes en la preparación
mitocondrial.

En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos cuando se

estudió el efecto de la concentración de proteina mitooondrial sobre

1a fosforilación ozidativa, manteniendoconstante la concentración
de albúmina y utilizando piruvato + L-nalato comosustrato ozidable.

En estas condiciones, tanto el consumode oxigeno comola esterifi­

cación de P1 aumentaron linealmente hasta una concentración de pro­
teina mitocondrial de 0.6 mg/ml, no manteniéndose la linealidad

_ para concentraciones mayores. Estos resultados sugieren que al aup
mentar la concentración de nitocondrias en el medie de incubación,
al mismotiempo se incrementa la concentración de los agentes inhi­

bidores y desaooplantes que las mismascontienen, superando la cape­

cidad de la albúmina para fijarlos a concentraciones de proteina

mitcccndrial mayores de 0.6 mg/ml.

En la Figura S se pueden observar los resultados obtenidos
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TABLA I

Efecto del agregggo de albúmina sobre la fosforilación oxidativa

SAB consumo de oxígeno C.R. P/O
estado 3 estado 4

-' 8.4 402 2-0 301
Exp. I

+ 807 106 504 3.o

- 9.3 4.2 2.2 2.8
EXP.

+ 10.2 2.0 5.1 2.7

Los resultados son las medias de determinaciones por duplicado en

cada experimento, utilizando una fracción MPrecién obtenida de
cerebro de ratas de 30 días de edad. La composición del medio de

incubación conteniendo piruvato + L-malato comosustrato es la in­

dicada en Material y Métodos; se utilizó una concentración de pro­

teína mitocondrial de 0.4 mS/ml. Cuando se agregó SABla concentra­

ción fue de 2 mg/ml. El consumo de oxígeno se expresó en microáto­

mos/h/mgproteína mitocondrial.
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Fosforilación ozidativa en función de la.

concentración de proteíng mitocondrial
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Los resultados son las medias de 3 experimentos individuales con.
fracción MPobtenida. de ratas de 60-70 días de edad. E1 medio de

incubación, conteniendo piruvato+L-mala.to, es el indicado en Ma.­

terial y Métodos.

H a consumode oxígeno en el estado 3
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Consumode oxigeígLen función del taeng de incubación
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Resultádos obtenidas en 3 experimentos individuales utilizando la.
fracción MPobtenida de ratas de 30 dias de edad. El medio de in­

cubación conteniendo piruvato+L-malato, según se indicó en Mate­

rial y Métodos; 1a. concentración de proteina'mitocondrial fué de

0.5 Ing/m1.

H : consumode oxigeno en el estado 3

0'"° 2 consumo de oxígeno en el estado 4'
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cuando se estudió el consumode oxigeno en función del tiempo de

incubación. En estos experimentos, en los que se utilizó piruvato

+ L-malato comosustrato, tanto 1a concentración de albúmina como

la de proteina mitocondrial se mantuvieron constantes. En estas con­

dioiones, el consumo de oxigeno en los estados 3 y 4 se mantuvo

lineal hasta los 20 minutos de incubación; a tiempos mayores el con­

sumo de oxigeno en el estado 3 disminuyó mientras que en el estado 4

aumentó, produciéndose asi una notable disminución en el G.8. (a los

15 minutos el G.3. fué de 4.2 mientras que a los 30 minutos dismi­

nuyó a 2.9). Estos resultados son similares a los observados por

Ozaway col. (1966, 1967b) cuando agregaron inhibidores endógenos u

oleato al medio de incubación. Por lo tanto, nuestros resultados per­
miten suponer que también durante la incubación se producen agentes

desacoplantes a una velocidad tal que a tiempos mayores de 20 minu­

tos ya superan la capacidad de fijación de la albúminapresente.

Se estudiaron los efectos de la fraooión TSM,que contiene ter­
minales sinaptioos y fragmentos de mielina, ademásde mitooondrias,
sobre la fcsforilación ozidativa. La Tabla II muestra que el agregado

de 1a fracción TSM,en una concentración de proteina aproximadamente

el triple de la de HP, produjo una disminución del 20 fi en 1a relación

P/O y un descenso en el C.R. aún mas marcado, 37 fl; cuando la relación

de 1a concentración de proteina de TSMa HP en el medio de incubación

rue aproximadamente 7, la relación P/O disminuyó 40 fi del valor obte­

nido en ausencia de TSMmientras que el C.R. descendió 65 fi. Estos

resultados indican la presencia de inhibidores y desacoplantes en la
fracción T33.

La eficiencia metabólica de la preparación de HPfue confirmada
cuandose estudió la tosfcrilaoión ozidativa utilizando otros sustratos

oxidables, según se puede observar en la Tabla III. Los valores de een­
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TABLA II

Efecto del agregado de la fracciéanSM sobre 1a fosforilación oxidativa

TSM consumo de oxígeno consumomgprat/m1 depi P/° C-R­

0 12.9 2.8 38.6 3.0 4.6

103 4,6 1.6 11.0 2.4 2.9

2.6 2.9 1.7 5.2 1.8 1.6

4.0 2.5 1.3 3.7 1.5 1.9

Los resultados son las medias de determinaciones por duplicado. Se utili­

zaron fracciones HP y TSMrecién preparadas, de cerebro de rata de 30

días de edad. Fraccionamiento y medio de incubación según se indicó en

Material y Métodos. Sustrato utilizado y concentración de proteína mito­

condrial, según se indicó en Tabla I. El consumode oxigeno ee expresó

en microátomos/h/mg proteina y el de P en micromoles/h/mg proteína.i
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TABLAIr;

Fosforilación oxigetiva en nresencia de diferentes sustratos

consumo de oxígeno consumo

suetrato estado 3 estado 4 de Pi P/o 0.a.

sucoinato 12 8 21 1.8 1.5

t
Piruva ° + 11 2.2 32 2.9 5.oL-malato

L-glutamato +
L_malato 8.2 1.3 23 2.8 6.3

,( -glícero—
fosfato 2.4 1.8 4.7 2.0 1.3

Los resultados son las medias de 3-4 experimentos individuales. Se utilizó

la fracción MPrecién obtenida de cerebro de ratas de 60-70 días de edad.

La composición del medio de incubación y la concentración de sustratos

según se indicó en Material y Métodos. El consumode oxígeno se expresó

en microátomos/h/mg proteína y el de Pi en micromoles/h/mg proteína.
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sumode oxígeno y de P1 fueron semejantes a los obtenidos por otros
investigadores (351323 y 001., 1963; LÁvtrup y Svennerhclm, 1953);

los valores satisfactorios de P/Oy C.R. indican que esta prepara­
ción mitocondrial se encuentra fuertemente aooplada en las condiciones

fijadas para su incubación.

Discusión

Los resultados que terminamos de presentar demuestran que cuando

ee intentan estudiar las propiedades de las mitocondrias cerebrales

se deben tener en cuanta las precauciones necesarias para obtener una

preparación con minimo grado de contaminación y óptima actividad me­

tabólica. Los resultados obtenidos en nuestros experimentosrelacio­

nados con la observación al microscopio electrónico, las actividades

enzimáticas y los valores de P/O y C.R. obtenidos en las condiciones

anteriormente especificadas, demuestranque la preparación obtenida

por el método de LÁvtrup y Zelander (1962) cumple con los requisitos
mencionados.

Sin embargg.debe destacarse que para obtener esta preparación

se debe sacrificar el rendimiento, ya que se pierden cantidades sig­
nificativas de mitooondrias durante la purificación. Esto puedever­
se claramente en las microfotografias electrónicas de 1a fracción TSM

(ver Figura 7), en 1a que se observan mitooondrias libres acompañando

a los terminales sináptioos y a los fragmentos de mielina. La compa­

ración de las miorofotografias electrónicas de las fracciones HPy

TE! (ver Figuras 6 y 7) sugiere que las mitccondrias que se pierden
durante la purificación son de menor tamañoque las presentes en la

fracción.HP. La pérdida de mitccondrias que ocurre durante la puri­

ficación también se refleja en la baja recuperación de proteínas y

de la actividad de SDH,que son sólo el 3 í del contenido proteico

del mr. y el 14 fi de la actividad hallada en el sur, respectivamente.
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Nuestros resultados en relación con la recuperación de proteinas

y actividad de SEEconcuerdan con los obtenidos por Stahl y col.

(1963) en mitooondrias de cerebro bovino, purificadas por un má­

todo similar al utilizado en nuestro trabajo, pero es muchomenor

que el obtenido en nuestro laboratorio por Piras y col. (1970)

en mitocondrias aisladas por el método de gradientes de densidad

utilizado sacarosa; sin embargo,resulta de interés señalar que
1a actividad específica de SDHque hemos obtenido en nuestra pre­

paración de HP, es similar a la observada por Piras y col. (1970),
si se comparanpreparaciones obtenidas de cerebros de ratas de

30 días de edad.

Nuestros resultados muestran que cuando las MPse incuban

en ausencia de albúmina, los valores de P/O obtenidos son simila­

res a los teóricos pero los de G.3. son significativamente bajos;
el agregado de albúmina aumenta considerablemente el G.3. sin mo­

dificar el P/O. Ha sido demostrado que el efecto de la albúmina

se debe a su capacidad de unirse con los acidos grasos libres y

otros agentes desacoplantos (Lehninser y Remmert,1959; Helinsky

y Cooper, 1960; Wthczak y Wojtozak, 1960; Wojtoaak y Lehninger,

1961; Chefurka, 1966). Por lo tanto, la albúmina eliminaria de
esta manera las sustancias desacoplantes presentes en el medio
de incubación.

Las experiencias de Osaway col. (1966; 1967a, b) demostra­

ron que la isquemia cerebral post-mortem en 1a rata produce una

significativa formación endógenade productos con caracteristicas

similares a las de los acidos grasos, que presentan un marcado

efecto inhibidor y desacoplante. Por otro lado, las observaciones

de Lunt (1967) demostraron que durante 1a homogeinización del teji­

do cerebral y su posterior fraccionamiento se liberan acidos gra­

sos que aparecen distribuidos en todas las fracciones subcelula­
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res; esta liberación de ácidos grasos durante el fraccionamiento no
se debería a una acción enzimática sino a la liberación de ácidos

grasos no esterifioados asociados con las diferentes membranas.Por

consiguiente, es lógico suponer que 1a fracción HPutilizada en
nuestras experiencias debe contener ácidos grasos libres en canti­

dad tal que manifiesten su efecto desaooplante, reflejado en el bajo

C.R. observado, que es el Indice más sensible de la integridad fun­

cional de las mitooondriae; el agregado de albúmina al medio de inp

oubación en una concentración de 2 mg/mles suficiente para neutra­
lizar tales efectos.

Hemos observado que tanto el consumo de oxígeno como el de Pi
fueron lineales hasta una concentración de proteína mitocondrial

de 0.6 mg/ml (ver Figura 4); esto sugiere que al aumentar la canti­

dad de inhibidores presentes en las mitooondrias, se saturaria la

capacidad de 1a albúmina para combinarse con ellos. Sin embargo,

resulta interesante señalar que en los casos en que se utilizaron

HP obtenidas de cerebros muyinmaduros (ratas de 5 dias de edad),

laccnncentraoión de proteina mitocondrial pudo ser aumentadaa

1.0 mg/mlsin que se observaran efectos inhibidores y desaooplan­

tes. Esto nesfpermite suponer que tanto la formación endógena de

inhibidores comosu liberación durante los procesos de homogeini­

zación y fraccionamiento aumenta con la edad del animal.

También hemos observado que el consumo de oxigeno en los esta­

dos 3 y 4 es lineal sólo durante los primeros 20 minutos de incup

bación (ver Figura 5); cuando los tiempos de incubación son más

largos se produce una disminución en el consumode oxigeno en el

estado 3 y un aumento en el estado 4, que trae comoconsecuencia

una disminución del C.R. Este efecto, que es semejante al prodnp

cido por oleato (Ozawa, l967b) sugiere que durante la incubación
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se produce un aumento en la concentración de los agentes inhibi­

dores y desacoplantes. Lunt (1967) ha observado que cuando se in­

ouban cortes de tejido cerebral a 37° C la cantidad de ácidos gra­

sos libres presentes es 9 veces mayorque los hallados en el tejido

fresco, los que posteriormente aparecen distribuidos en todas las

fracciones suboelulares. Por otro lado, Chefurka y Dumas(1966)

observaron un aumentoen los niveles de ácidos grasos libres duran­

te el "envejecimiento" de mitooondrias de higado de ratón, probable­
mente por acción de una fosfolipasa mitocondrial. Estas observacio­

nes permiten suponer que durante la incubación de las mitocondrias

de cerebro se producen ácidos grasos libres que ezplicarian los re­

sultados que acabamos de comentar.

Consideramos de suma importancia destacar el marcado efecto

inhibidor y desacoplante de 1a fracción TSM(ver Tabla II), ya que

esto es una clara demostración de que la preparación de mitooondrias

crudas no puede ser utilizada para el estudio de las propiedades me­

tabólicas de estos organoides.

Ozaway col. (1966) han demostrado que la fracción de mitocon­

drias crudas contiene inhibidores y desacoplantes, de caracteristi­
cas semejantes a las de los ácidos grasos, que no se encuentran en
la fracción de mitocondrias purificadas. Es probable que los ácidos

grasos libreszpresentes-enñla fracción H? sean distintos de los que

se encuentran en la fracción TSMya que los estudios de Lunt¿(l967)

han demostrado que la composición de ácidos grasos libres en la

fracción de mielina y terminales sinápticos es distinta de la enoon­

trada en mitooondrias. Teniendo en cuenta que Chefurka y Dumas(1966)

han observado que tanto la longitud de la cadena hidrocarbonada como

el númerode dobles ligaduras modifican el carácter desacoplante de

los ácidos grasos libres, podemossuponer que el efecto inhibidor y
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desaooplante de la fracción TSMpuede deberse a dos causas: a) e un

efecto aditivo, aumentandola cantidad de ácidos grasos presentes

en la fracción HPy b) a la presencia de algunos ácidos grasos de

mayor efecto desacoplante, que se encuentren en concentraciones

significativamente mayores en la fracción TSM.

Para finalizar, nuestros resultados demuestrencon claridad que
1a purificación de las mitocondrias es un requisito indispensable

para su utilización en estudios metabólicos y que la preparación de

mitocondrias crudas no resulta útil para nuestros fines. Por lo

tanto, hemosdecidido utilizar en las experiencias que se incluyen

en los capítulos siguientes nuestra preparación de HP, en las con­
diciones de incubación que han sido establecidas en este capítulo.
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IV; CAMBIOS ÉE_LAS PROPIEDADES 25 LAS MITOCOÏERIAS 22 CEREBRO

a; RATAmmm: La;manuela: Posmmm

Utilizando 1a fracción mitocondrial HP, cuyas características fue­

ron presentadas en el capitulo anterior, se realizó el estudio de dife­
rentes propiedades mitocondriales durante el periodo de maduraciónpost­
natal.

Microscopía electrónica

En la Figura 6 se pueden observar las microfotografias electrónicas

de la fracción MPobtenida de cerebros de ratas de 5 y 30 dias. En ambas

edades, esta fracción estaba constituida principalmente por mitooondrias

libros, la mayoria de las cuales se encontraban en la conformación conden­

sada, según fuera definida por Hackenbrock (1968). El grado de contamina­

ción fue bajo y semejante en ambas edades; a los 5 dias los contaminantes

fueron perfiles dendríticos y procesos neuronales, probablemente azones

en crecimiento, mientras al dia 30 los contaminantes fueron terminales
sinápticcs bien desarrollados.

En la Figura 7 se pueden observar las fracciones TSMaisladas de

cerebro de ratas de 5 y 30 dias. En ambas edades la fracción TSMconte­

nía mitocondrias libres, de menor tamañoque las observadas en la fracción
H}. En las ratas de 5 dias estaba constituida principalmente por procesos

neuronales y perfiles dendríticas, mientras que en las ratas de 30 dias
se encontraban principalmente fragmentos de mielina y tipicos terminales
sinapticos.

Contenido proteico

En la Tabla IV se pueden observar las variaciones en el contenido

proteico de la fracción MPdurante la maduración. Desde el día 5 el 30



Conaüiíuciángggpfolfiïioa de la fracción EE

A: microfotografía electrónica de la fracción NPobtenida de cerebro

de ratas de 5 días de edad.

B: microfotografía electrónica de la fracción EP obtenida de cerebro
de ratas de 30 días de edad.

Aumento: 30000 z;

mi: mitocondrias; pnz proóesps neuxonales; ts: terminales sinápticos.
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FIGURA Z

Coqïtitución morfológica de la fracción TSM

A: microfotografía electrónica de la fracción TSMobtenida de cerebro

’de ratas de S días de edad.

B: microfotografía electrónica de 1a fracción TSMobtenida de cerebro
de ratas de 30 días de edad.

Aumento: 30000 z;

mi: mitooondrias; pn: procesos neuronáles; ts: terminales sinápticos;
m: mielina.
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TABLA IV

Cambiosduranïe 1a maduración en el contenido proteico de la fraccion HP

EDAD mg/g tej. d
(días) fresco P H'T'

5 1.15 Í 0003 1.46 Í 0.03

10 1.64 Ï 0.09 1.90 Ï 0.12

+ +
15 2.02 —0.14 1.98 —0.13

20 2.60 Í 0.19 2.36 Ï 0.16

25 3.58 Ï 0.29 2.97 Ï 0.22

30 4.04 Ï 0.16 3.32 Í 0.14

Cada resultado es indicado comola media y su correspondiente E.S.

Se realizaron 5 a 7 experimentos para cada edad.

%H.T.: por ciento del contenido proteico del homogeinizadoinicial

recuperado en la fracción_HP.
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el contenido proteico basado en el peso de tejido fresco original aumen­

tó aproximadamente4 veces, mientras que 1a cantidad recuperada con res­

pecto al homogeinizado inicial aumentó aproximadamente2 veces.

Lotividadlgg SDH

En 1a Tabla V se puede observar la actividad de SDHen las distin­

tas edades. La actividad de SBB,expresada en base al peso de tejido

fresco original, presentó un aumentode aproximadamente5 veces entre

los 5 y 30 dias; mientras que Ia‘ actividad específica aumentóaproxi­
madamente2 veces. La recuperación con respecto al H.T. no presentó

importantes cambios, variando los valores entre 7 y 13 fi de 1a activi­
dad encontrada en el H.T.

Fosforilación oxidativa

En los estudios de fosforilaoión ozidativa durante la maduración

se utilizaron comosustratos oxidables piruvato+L-malatoy suooinato.

Estos dos sustratos entran en distintos lugares de 1a cadena de trans­

porte de electrones (ver Figura l), por lo tanto, los datos obtenidos
con ambossustratos podrían dar información complementaria sobre los

procesos involucrados durante la maduración.

En la Figura 8 se pueden observar los cambios producidos en el

consumode oxígeno y de fosfato inorgánico durante la maduración,

cuando se utilizó succinato comosustrato ozidable. Ambosparámetros
aumentaron paralelamente durante todo el período estudiado. Se observó

un aumento de aproximadamente 2 veces entre 5 y 30 dias de edad.

En la Figura 9 se presentan los resultados obtenidos durante la
-maduraoi&nutilizando piruvato+L-malato comosustrato ozidable. En

este oaso se observó un aumento de aproximadamente 3 veces tanto en el
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TABLA V

Cambios en 1a actividad de SDHen 1a fracción MPdurante 1a maduración

(ÏÏÍÏ) “¿1:2? %M- A-E­

5 0.58 i 0.02 10.9 Ï 009 0.57 Ï 0.03

10 1.07 i 0.07 10.5 Ï 0.9 0.72 1’ 0905

15 Lui043 7JÏ04 mWiom4

20 2.16 i 0.20 11.0 i 1.o 0.92 i 0.02

25 3.10 i 0.41 13.2 Í 2.o 1.04 i 0.05

3o 3.16 i 0.32 13.5 i 1.4 1.02 i 0.04

Cada resultado es indicado comola media y su correspondiente E.S. de

5 a 7 experimentos para cada edad. La actividad de SDHfué determinada

según se indicó en Material y Métodos.

%H.T.: por ciento de 1a actividad enzimática presente en el homogeini­

zado inicial, recuperada en la fracción MP.
A.E.: U/h/mgproteina mitocondrial.

0
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Mos durante ln, maduración en el consumodo oxígeno x de
Mato incrrránico utilizando succinato comosustrato oxidable

I I ÑI’ l I

tug .s"' o
i's’ e ‘é
'ñ. 1 Ü '- a

a, í _ o,
E Ï/ 22EE — \\\ //// -C
o Q _ ‘Nc 8
0 5 _ ,— é m
3%) Q/i 1"}, “ao ,I - 14.2
m I cn
o " ¡ l ’ _g
E ñ----Q/ _ 0o ,' E"’ l

‘fU 2 - 1/ L
2L D _ 6

l l l l l 1 4'

10 20 30

E D A D (Días)

Cadapunto representa 1a media; la barra vertical el correspon­
diente E.S. de 5-7 fraccionamientos para cada edad. La. composi­
ción del medio de incubación conteniendo succinato es 1a indi­

cada. en la Tabla VI.

H z consumode oxigeno en el estado 3

°"Ï'° z consumode fosfato inorgánioo
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; gcquLÏ’Z"-- i.;

Cambios durante la maduración en el consumo de oxíggno 1 de fosfato

inorgánico utiliggndo Diruvato+L—ma1atocomosustrato oxidable

Í Ï I I Í Í

(UC

‘53 12 — — 8O|- \ / ._..
3 — Ï í 50 g
É ‘5.

U')
É 8 - - E
s 2
3%” - í/ ¿"NQ-""5 —30 7°.
o ,I ¿g3 8

4 — _ z' — ‘­
g xfifl" 5 g

un ' 75
a — 5/ - 10 el

l l I l l

10 20 30

E D A D(Días)

Cada.punto representa. la. media.y la. barra. vertical el correspon­

diente E.S. de 5-7 fraccionamientos para. cada. edad. La. composi­

ción del medio de incubación conteniendo piruvato+L-ma.lato se­

gún se indicó en Material y Métodos.

H z consumode oxigeno en el ¿atado 3

0---0 z consumode fosfato inorgánico
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consumode oxigeno comoen el de fosfato inorgánico entre los 5 y los

20 dias de edad, mientras que entre los 20 y 30 días no ocurrieron

cambios significativos; ambosparámetros aumentaron paralelamente.

En la Tabla VI se presentan los valores de P/O y C.R. obtenidos

en las distintas edades, utilizando sucoinato comosustrato; mientras
que en 1a Tabla VII se muestran los resultados obtenidos con piruvatc+

L-malato. Se puede observar que con ambos sustratos se obtuvieron valo­

res satisfactorios de P/O y C.É. durante todo el período de maduración

estudiado; no se produjeron variaciones significativas entre las dis­
tintas edades.

Niveles gg.ubiguinona

En 1a Figura 10 se puede observar el espectro de ubiquinona ex­

traída de mitoocndrias de cerebro de ratas de 15 dias. En todas las

edades estudiadas se obtuvieron espectros semejantes. A 275 qu se
observa el pico de absorción correspondiente a 1a ubiquincna; luego

de la reducción con bcrchidrurc de potasio desaparece este pico y

aparece el correspondiente al ubiquinol a 290_qu.

El espeotrc observado ocn ubiquincna extraída de mitoccndrias de

cerebro de rata es semejante a1 obtenido con ubiquinona extraída de

preparaciones mitccondriales de diversos órganos (Crane y 001., 1957;

Pumphreyy Redfearn, 1960). Si bien 1a mayoría de las especies contiene

un solo tipo de ubiquincna en sus tejidos, se ha encontrado en distin­

tos órganos de rata (higado y corazón) una mezcla de Q9-Q10(Crane,
1965); por lo tanto, es probable que la ubiquinona extraída de esta

‘preparación mitocondrial de cerebro sea una mezcla de estos dos tipos

de ubiquincna.
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.T_A.BL:_A1.I.

Relación P/O V C.R. utilizando succinato como

EDAD P 0 G.3.
(dias) /

+ +5 - 1.1- 0.1
+ +lo - 1.5"'0.2
+ +

15 1.84 - 0.10 1.3 - 0.2

+ +
20 1.67 - 0.04 1.2 - 0.1

+ +25 - 1.4- 003
+ +3o - 1.5- 0.2

Cada resultado es indicado comola media y su correspondiente E.S.

de 5 a 7 experimentos para cada edad. Medio de incubación según se

indicó en material y Métodos. La concentración de proteína mitocon­

drial fué de 0.4 mg/ml, excepto en las experiencias en que se uti­

lizaron ratas de 5 días, en que fué de 1.0 mg/ml.
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TABLA VÏI

Relación P/O y C.R. utilizando oiruvato+L-:alato como

sustrato ozidable durante la maduraciég

(Ïïíg) P/O 0.a.

5 2.82 Í 0.08 5.5 Ï 105

10 2.90 Ï 0.07 6.2 Í 0.7

15 2.90 Í 0.07 6.6 Í 0.8

20 2.92 Ï 0.08 5.9 Ï 0.5

25 2.94 Ï 0.10 5.7 Ï 1.3

3o 2.81 Í 0.08 4.8 Ï 0.5

Cada resultado es indicado comola media y su correspondiente E.S.

de 5 a 7 fraccionamientos para cada edad. Medio de incubación con­

teniendo piruvato+L-malato y concentración de proteína mitocondrial

según se indicó en 1a Tabla VI.
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gÉpectro de ubiouinona extraigg de la fracción MP
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La extracción y determinación de ubiquinona se realizó según se

indicó en Material y Métodos. En este experimento se utilizó una

cantidad de fracción MPequivalente a 22.7 mgde proteína, prove­

niente de cerebro de-ratas de 15 dias de edad.

: espectro de ubiquinona

-..-.: espectro de ubiquinol, obtenido luego de 1a reducción con
borohidruro de potasio
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.Los niveles de ubiquinons por mgde proteina nitocondrial aumen­

taron de manera considerable durante las primeras etapas de le nadnp

ración pcstnetal del cerebro de reta. En la Figura 11 se puede obser­

var que la concentración de ubiquinona permaneció sin cambios durante

los primeros 10 dias de vida postnatal, aumentandoaproximadamente

2 veces entre los 10 y 20 dias de edad, e los 20 dies ya se alcanze­
rcn los niveles observados en le rata. adulta.

Niveles ¿e oitocrcmos

En la. Figure 12 se puede observar el espectro diferencial entre

los estados oxidado y reducido, obtenido con une preparación nitooon­
drial proveniente de ratas de 15 dias. En todas les edades se obtu­

vieron espectros similares. La distribución de los picos es semejante

e la observada por Chance (1957) en mitooondrias de higado y por

Sacktor y Paoker (1962) en mitccondrias de cerebro. A 445 qu se ob­

serva le bands Y de los citocromos _a_y ¿3; a. 551 n911a. bands/:4 de

los citcoromos g y gl; a. 560 1:91el hombro del oitocrcmo la; a. 605 n91
le bandad de los citooromos g y _e_._

. 3

desaparición de le flavoproteine oxidada.
g a. 465 n): el pozo debido s. le

Le contribución de los citocromoe g y _e._3el espectro diferencial
de preparaciones de citocromo ondsse ha sido estudiada por diversos

autores (Ionetani, 1960; van Gelder y Sister, 1963; Tzegolcff y

¡"hai-ten, 1965); cede uno de estos citccromoe contribuye 50 í el es­

pectro diferencial s. 445 qu, mientras que e. 605 ¡,1 el citcoromo _e._

contribuye 81 fi. E1 bese e esto el pioo e. 445 ¡gnno pudo ser utili­

zado para le determinación del citccrono ¿3
fuera indicado por Chance (1957) y pare le determinación delncitccro­

, contrariamente e lo que
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BïmmAll

Cambios durante 1a maduración en los niveles de

ubiquinona en la fracción MP

1.2 —
I

mpmoles/mgproteina

bo I

. l . l . l g I

10 20 30 90

E D A D(Días)

“s

Cadapunto representa la medíay la barra vertical el correspon­
diente E.S. de 2-3 experimentos para cada edad. La determinación

de ubiquinona se realizó según se indicó en Material y Métodos.
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FIGURA 12

Esgectro diferencial de la fracción HP

445

‘_L
A D.0.= 001

Se utilizó una. fracción MPobtenida de cerebro de ratas de 15 días

de edad.‘E1 trazado del espectro diferencial se realizó según se

indicó en Material y Métodos; ambas Cubas contenían 2.43 mg/ml de
proteina. mitocondrial.
---—-z linea. de base

: espectro diferencial, réduoido menosoxidado.
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molg se utilizó el pico a 605 mu.

En la Figura 13 se presenta el espectro diferencial obtenido en

presencia de antimicina A. En estas condiciones sólo aparecen los pi­

cos correspondientes al citocromo b: la bands.X a 432 rin y la bandsak

a 563 qu (Chance, 1957). Las características de este espectro no se
modifiCaron con la edad.

Cuandolos niveles de los diferentes citocromos se expresaron

en base al contenido proteico de la preparación mitocondrial, se
observó un aumentosignificativo durante los primeros 30 días de

vida postnatal. La velocidad de los osmbios que ocurren durante es­

te periodo no fueron iguales para todos los oitooromos. Comose pue­

de observar en la Figura 14, el oitocromo.b_no presentó cambios en­

tre los 5 y 15 dias, aumentó de manera considerable entre 15 y 20

días, edad a la que ya se obtuvieron los niveles observados en las

preparaciones aisladas de cerebros de ratas adultas (90 dias de

edad). El citccromoig presentó un aumentocontinuado entre los 5 y

25 días, edad a la que alcanzó los niveles observados en el animal

adulto. Los citocromos o + o fueron los que presentaron mayor velo­1

cidad de aumento entre los 5 y 20 dias, alcanzandose a esta edad los

niveles del animal adulto. En general y a pesar de las diferencias

en la velocidad de cambios que ocurrieron entre 5 y 30 días, la con­
centración de todos los citooromos aumentó aproximadamente 2 veces

durante este periodo.

En la Tabla VIII se presentan las relaciones de los citocromoe

o + o1 y‘b con respecto al oitocromo'g, en las distintas etapas del

desarrollo. Se puede observar que la relación citooromos o + cl/ci­
tooromoig permaneció aproximadamenteconstante; en cambio, la rela­
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FIGURA 1;

Espectro diferencial de la fracción HP, en presencia. de antinioina.

432

_L
A D.0.= 0.01T

Se utilizó una fracción HP obtenida de cerebro de ratas ele-15 días

de edad. El trazado del espectro diferencial, en presencia de anti­

mioin'a A, se realizó según se indicó en’Material y Métodos; ambas
ou‘baecontenían 3.64 ¡ng/ml de proteína. mitooondrial.

------: linea de base

z espectro diferencial, reducido menosoxidado, en presencia
de antinioina. A
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FIGURA lá

Cambiosdurante la maduración en los niveles de

citooromos en la. fracción ZIP

.300 ' í cit c+c,

f0 .H Clta
É .200 - I
CD

.3 .0
E

É‘ .100 ­

l . I . l IIII J
10 20 30 90

E D A D (Días) .

Cada punto representa. la media.y la. barre vertical el correspon­

dient'e E.S. de 3-4 experimentos individuales para. cada edad, ez­

oepto en los casos en que el E.S. no está indicado, que provie­
nen de un solo experimento. La determinación de oitooromos se

realizó según se indicó en Material y Métodos.



TABLAVIII

Relación entre los distintgs citocrcmos en mitocondrias
do cerebro de rata durante la maduración nostnatal

(¿133) 2121/2 29/9.'

5 1.42 0.88

10 1.40 0.75

15 1.43 0.59

20 1.53 0.75

25 1.33 0.66

30 1.36 0.79

Estas relaciones fueron calculadas utilizando los prome­

medios presentados en la Figura 14.
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oión citocromog/citocromo‘g mostró una diferencia significativa

entre los lO y 15 dias (P<1 0.05) y entre 15 y 20 días (p.< 0.001).
De esta manera se puede ver más claramente la diferente2velocidad

de cambio durante la maduración del citooromo'b_con respecto a los

citocromos _c_+.c¿y g.l

Discusión

El cerebro de la rata presenta un alto grado de inmadurez en el

momentodel nacimiento y ocurre una morfogénesis muyactiva durante

las primeras etapas del desarrollo postnatal. Debidoa que diversos

estudios sugerían cambioscualitativos 6 cuantitativos en las mito­
condrias cerebrales durante este período (Hamburghy Flezner, 1957;

García Argiz y col., 1967; Ghittoni, 1967; Pasquini y col., 1967),

consideramos muyimportante tratar de aclarar este problema. Para

cumplir tal propósito dispusimos, comolo hemos demostrado en el

capitulo anterior, de una preparación de mitccondrias fuertemente

acoplada y con bajo grado de contaminación, el que, comolo muestra

la micrcfotografia incluída en 1a Figura 6 no variaba con la edad.

Por lo tanto, esta preparación reunía los requisitos indispensables
para estudiar sus propiedades y composición durante el periodo de

maduraciónpostnatal.

El aumento observado en el contenido de proteínas de la fracción

HP, expresado por unidad de peso de tejido fresco, entre los 5 y 30

dias de edad (ver Tabla IV), sugiere un aumento del contenido pro­

teico por mitocondria 6 del número de mitooondrias por gramo de

cerebro. La información existente en relación con el cambio en el

númerode mitooondrias es contradictoria: mientras que Gregscn y

Williams (1969) sostienen que el cerebro de la rata necnata y adul­
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ta contienen igual númerode mitocondrias por unidad de peso, los

estudios recientes de Pysh (1970) sugieren un aumento del número

de mitocondrias durante el período de la maduración cerebral. Tanto

Gregson y Williams (1969) comoPysh (1970) han observado que el ta­

mañode las mitocondrias no varía con 1a edad, si bien este último
autor ha demostrado que lo que si aumenta durante la maduración es

el número de crestas por unidad de volumen mitocondrial. Dadoque

Heidle y col. (1969) han demostrado que en el cerebro existen pobla­

ciones mitoccndriales con distinta densidad y diferente composición

enzimática, y teniendo en cuenta que en el aislamiento de la frac­
ción.HPutilizadas en este trabajo se recupera sólo una parte de la

población mitcocndrial, la posibilidad de que nuestros resultados

reflejen un aumento del número de mitoocndrias mas pesadas no debe

ser deecartada.

Los resultados obtenidos en los estudios metabólicos indican

que con los dos sustratos utilizados la capacidad czidativa de las

EP, expresada por unidad de proteina mitooondrial, aumenta 2-3 veces

entre los 5 y 30 dias de edad (ver Figuras 8 y 9). Estos resultados,

que concuerdan con las observaciones de Hilstein y col. (1968), pue­
den ser interpretados comoel reflejo de un aumentoen la actividad

de los sistemas enzimáticos involucrados en este proceso. Dahl y

Samson (1959) han postulado que el aumento del metabolismo oxidativo

que ocurre en el cerebro durante la maduración es la consecuencia

del aumentodel número de nitocondrias por celula y no de un incre­

mento en la capacidad oxidativa por mitooondria; Tal hipótesis pro­

senta una marcada discrepancia con nuestras observaciones; sin em­

bargo, esta puede ser fácilmente explicada teniendo en cuenta que
los mencionadosautores han utilizado una preparación de mitoccn­

drias crudas en sus estudios. Ha sido demostrado que la preparación

de mitooondrias crudas contiene ademásde mitocondrias, terminales
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sinápticos y fragmentos de mielina, y en nuestro laboratorio Piras

y col. (1970) han observado que el contenido proteico de estos or­
ganoides aumenta en forma significativa durante la maduración. Por

lo tanto, la presencia de proteina no mitooondrial en 1a preparación
utilizada por Samsony Dahl (1959) seria la causa por la cual estos
autores nc han observado diferencias en la capacidad caidativa con
la edad del animal.

Resulta de interés señalar que mientras la capacidad oxidativa

de las mitocondrias aumentabacon la edad, los valores de la rela­

ción P/Oy los C.R. fueron satisfactorios desde los primeros es­

tadios del desarrollo postnatal y no se modificaron durante todo el

periodo estudiado (ver Tablas VI y VII). Dahl y Samson (1959) sos­

tienen que la relación P/O disminuye a medida que el cerebro madura,

pero los resultados obtenidos por estos autores son la consecuencia

de haber utilizado una preparación de mitocondrias crudas; por lo

tanto, la disminución de la relación P/O puede ser atribuida a un
aumento progresivo de 1a contaminación de su preparación mitocondrial

con inhibidores y desaooplantes. Ha sido demostrado que en la rata

la mielinizaoión comienzaa los 12 dias de vida postnatal aproxima­

damente y es intensa hasta los 40 dias de edad (Suzuki y 001., 1967;

Cuzner y Davison, 1968; Piras y col., 1970; Pysh, 1970), esto proba­

blemente produzca un aumento en la concentración de inhibidores y

desaooplantes en la fracción de mitocondrias crudas a medida que el
cerebro madura.

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos en relación

con la ausencia de cambios en los valores de C.B., que fueron satis­

factorios desde los primeros estadios del desarrollo, concuerdancon

los obtenidos por Hilstein y col. (1968) cuandoutilizaron sucoinato
comosustrato ozidable; estos autores no han utilizado piruvato+L—
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malato comosustrato, pero con L-glutamato 65x-cetoglutarato han db­

servado que tanto los valores de la relación ¿DP/0 comolos de C.R.
aumentandurante la maduración. Si bien la diferencia entre nuestros

resultados y los obtenidos por Milstein y col. (1968) puede ser atri­
buida a los distintos sustratos utilizados, la discrepancia podria
deberse a que los mencionados autores no agregan albúmina al medio

de incubación, comoha sido hecho en todos nuestros experimentos,

ya que hemos observado que éste es un requisito indispensable para

obtener una preparación fuertemente acoplada.

Según nuestros resultados el consumode oxigeno en los estados

3 y 4 aumenta paralelamente permaneciendo constante el G.3. y la

formación de ATPaumenta paralelamente el consumo de oxígeno en el

estado 3 permaneciendo constante la relación P/O. Esto sugiere que

tanto las enzimas involucradas en el transporte de electrones como

en la fosforilación aooplada a éste sufren cambiosparalelos y que

ambosprocesos se encuentran igualmente acoplados durante todo el

período de maduración estudiado.

El aumentode la capacidad respiratoria de las mitocondrias
seria la causa del incremento observado durante la maduración en

el metabolimno oxidativo de la glucosa (Ghittoni, 1967) y también

de la menorresistencia a la anozia que ocurre a medida que el ce­

rebro madura (Jílek, 1964). Por otra parte, vimos que el aumento de
la capacidad ozidativa durante el desarrollo iba acompañadopor una

mayor capacidad de sintetizar ATP; esto debe de desempeñar un papel

importante en los cambios que ocurren durante este periodo en 1a

actividad eléctrica cerebral, que alcanza las caracteristicas del
animal adulto a los 20 dias de edad aproximadamente (Crain, 1952;

Bradley y 001., 1960).
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Nuestros resultados muestran que la actividad de SDHy los ni­

veles de los constituyentes de la cadena respiratoria, ubiquinona y

oitocromos.¿,.b_y 2:21, aumentanen forma significativa durante el
periodo de maduración pcstnatal; hemosobservado que, en general,

estos parámetros, expresados por unidad de proteina mitooondrial,

aumentan aproximadamente 2 veces entre los 5 y 30 días de edad.

Piras y col. (1970) observaron un aumentosimilar en la actividad
específica de SEEentre los 5 y 30 dias de edad. Gregson y Williams

(1969) demostraron que la actividad de SDHy los niveles de citocro­

mos por unidad de proteina mitocondrial son significativamente mas

altos en mitoccndrias de cerebro de rata adulta que en las de la

rata neonata. Los niveles de oitocromos obtenidos por nosotros en

ratas de 30 dias de edad son similares a los encontrados por Sacktor

y Packer (1962) y por Williams (1968) en mitooondrias de cerebro de

ratas adultas, mientras que nuestros valores de ubiquinona son seme­

jantes a los obtenidos por Kadenbach(1966) en ratas adultas. Por

lo tanto, esto indicaria que los cambiosen las propiedades y la
composición de las mitcoondrias cerebrales durante 1a maduración

postnatal ocurren muyrápidamente, de forma tal que a los 30 dias

de edad ya presentan las caracteristicas del animal adulto.

El aumento observado en la actividad de SDHy en la concentra­

ción de los componentesde la cadena respiratoria estudiados, por
mg de proteína mitocondrial, nos permiten postular un aumentode la
superficie de la membranainterna de la mitccondria durante el pe­

riodo de maduración postnatal. Las conclusiones de diversos traba­

Jos nos permiten suponer que tal correlación es correcta. En sus

estudios sobre el desarrollo de músculo de langosta, Brosemery

col. (1963) han observado la existencia de un estrecho paralelismo
entre el aumento de la actividad de enzimas localizadas en la mem­
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brana interna y el aumento de 1a densidad de esta membrana. Compa­

rando mitocondrias de higado y corazón también se encontró un para­

lelismo entre el contenido de citocrcmcs y la densidad de las cres­

tas (Klingenberg, 1968). Los recientes estudios histológicos de

Pysh (1970) han demostrado que si bien el tamaño de la mitocondria

no se modifica durante la maduración cerebral, lo que si ocurre es

un aumentosignificativo del númerode crestas y de la densidad de

la matriz. Estas observaciones apoyan nuestro postulado de un aumen­

tc de la superficie de la membranainterna de la mitocondria durante

la maduración comoconsecuencia de que sus constituyentes se van de­

positando progresivamente sobre la misma;ya que esto se reflejará

en un aumento de la densidad y/o del número de invaginaciones de

esta membrana.

En los histogramas que se muestran en la Figura 15 se presen­

tan los porcentajes alcanzados en las diferentes edades por los

distintos parámetros estudiados, asignando un valor de 100 fi a los
datos obtenidos en la preparación de MPde ratas de 30 dias de edad.

El análisis de los histogramas demuestra que si bien los aumentos

más significativos de todos los constituyentes estudiados, SDH,ubi­

quinona y citocrcmos, ocurren entre los 5 y 20 dias los diferentes
parámetros no aumentan paralelamente durante la maduración. Se pue­

de observar que el citccromolb_aumenta a una velocidad diferente

a la de los citcoromcs 2:91 ylg (ver también Tabla VIID, lo que
sugiere que los citccromos no se depositan en la membranamitoccn­

drial comounidad; algo similar ha sido observado por Herold y

Borei (1963) durante el desarrollo de músculo de abeja. Dadoque

entre 10 y 15 dias no se produce ningún aumento en el nivel de ci­

tocromc‘b, esta podría ser la causa de la ausencia de cambios en
el consumode oxigeno con ambos sustratos, entre estas dos edades.
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FIGURA 15

Cambiosen la cadena rssniratoria durante la maduraciónr_-_—_——-————­

Porcentaje

U1 O

comumoo2 Consumo oz SDH Ubiquinona cit b cit cu; cit a
Piruvato Succinato

Los resultados se expresaron comoporcentaje alcanzado en las dis­

tintas edades, tomando como100 75el valor a. 30 dias de edad. En

cada. histograme las barras se han ordenado de le. siguiente manera:

5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias de edad.



69

‘ El aumento del consumo de oxigeno con piruvato+L-malato alcanza el

valor máximoa los 20 dias, en cambio con succinato sigue aumentando

hasta los 30 dias; esto sugiere que también deben de existir diferen­
cias en la velocidad de sintesis de las diversas enzimasinvolucra­

das en el ciclo del ácido citrico, en la formación de acetil ooen­
sima A 6 en 1a porción de 1a cadena de transporte de electrones

anterior a ubiquinona.

Ha sido demostrado que los fcsfolípidos desempeñanun papel

importante en 1a integración de los componentes de 1a membranami­

toccndrial y que son esenciales para 1a actividad respiratoria

(Fleischer y col., 1962). Abdel-Latif y Abocd(1965) observaron

que en el cerebro de rata 1a sintesis de fosfolipidos y fosfopro­

teinas mitocondriales es muyactiva entre los 12 y 15 dias de vida

postnatal; por otro lado, Cuzner y Davison (1968) demostraron que

se produce un aumentosignificativo en el contenido de fosfolipi­

dos de las mitcoondrias cerebrales entre los 5 y 20 días de edad.

Por lo tanto, es lógico suponer que durante 1a maduración, 1a in­

tegración de los componentesenzimáticos a la membranamitooondrial

va acompañadade 1a de los fosfolipidos.

Siekevitz y col. (1967) han postulado que las membranasbioló­

gicas se forman por etapas, durante las cuales se van depositando
los diferentes constituyentes en formaescalonada sobre una estruc­

tura basal. Diversos autores han sugerido que las membranasmito­

ccndriales se sintetizan por un mecanismosemejante (Hansony 001.,

1968; Chen y Charalampcus, 1969; Haddooky 001., 1969; Lenaz y Cas­

telli, 1969). Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos
permiten postular que la formación de la membranainterna de las

mitoccndrias cerebrales tambiénse realisa en diversas etapas, lo
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que se reflejaría en cambios en su composición durante la madura­
ción.

En base a lo demostradopor diversos investigadores, la biogá­

nesis de las mitocondrias parece ser la resultante de un complejo

proceso. Primero se forzaria la membranaexterna y luego comenzaría

la síntesis de la membranainterna (Beattie, 1969). Esta última se
formaría cn ¿¿7::;;3 etapas: ¡rizero se sintetizaria la proteina

estructural, lo que seria realizado por los ribosomas de la mito­

condria (Eeattie y col., 1967; Beattie, 1968) y luego se irían

agregando las enzimas constituyentes de esta membranay de la ma­

triz, que serían sintetizadas por el reticulo endoplésnico de la

célula (Kadenbach, 1967, 1968; Ea; tie, 1058; Hanson y 001., 1958).

En las nitocondrias de cerebro de rata el proceso de diferen­

ciación finalizaría a los 20 días de vida postnatal, alcanzándose
a esta edad 1a composición de los organoides del animal adulto.

Por lo tanto, es posible concluir que la funcionalidad de las mito­
condrias cerebrales cambia durante la maduración domoconsecuencia

de los cambios que ocurren en su composición. Dado que nuestra

preparación mitocondrial contiene nitocondrias que provienen tanto

de células neuronales comogliales, la posibilidad de que los camp
bios observados se produzcan en uno o en ambos tipos de nitocon­

drias no puede ser descartada.
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v. EFECTOE _L¿momrcwm asoman sonar. LASPROPIEDADES

_]_)_F_.¿LAS mroccmms ¿33 CEREBROgg RATA ' '

Se estudió la fosfcrilación ozidativa en preparaciones de mito­

ccndrias purificadas, aisladas de cerebro ds ratas normalesy radio­

tircidectomizadas en el momentodel nacimiento, ambas de 30 dias de
edad. Esta edad fue seleccionada basándonos en las observaciones an­

teriormente comentadas, en las que se demostró que a los 30 dias las
caracteristicas metabólicas de las mitocondrias son similares a las

del animal adulto; por lo tanto, cualquier alteración producida por
esta condición experimental deberia ser claramente observable a
esta edad.

En la Tabla IX se pueden observar los resultados obtenidos
cuando se utilizó sucoinato comosustrato oxidable. Tanto el ocn­

sumc de oxigeno comoel de fosfato inorgánico fueron esencialmente

los mismosen las preparaciones de animales controles e hipotiroi­

deos; tampocose observaron variaciones en los valores de P/0,C.R.,
ni en la actividad específica de SEE.

Los resultados presentados en 1a Tabla X muestran que cuando

se utilizó piruvatcel-malatc comosustrato ozidable el consumode

oxígeno con la preparación obtenida de ratas cretinas es menor (19 ï)

que el obtenido en los controles normales y lo mismofue observado

en relación con el consumode fosfato inorgánico, el que presentó

un valor menor (16 fi) en las psparaoiones de ratas hipotiroideas

con respecto a las normales; en amboscasos las diferencias fueron

estadísticamente significativas, analizadas por mediodel Test "t"
de Student. Sin embargo, comoen el caso anterior, ni la relación
P/O ni los valores de G.3. fueron afectados por la carencia de fun­
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Fosforilación oziiatíva v actividad de SDHen la fracción MPde

ratas normales e hiaotiroideas utilizando succinato comosustrato

Iormal Hipotiroidea

. + +
Consumode ozigeno 9.3 -- 0.9 8.6 - 0.7

(estado 3)

Consumode Pi 15.3 Ï 1.2 13.6 Ï 0.8

P/O 1.66 i 0.06 1.60 Ï 0.04

cm. 1.48 i 0.19 1.51 Ï 0.11

SDH(A.E.) 0.88 Ï 0.07 0.80 Ï 0.06

Los experimentos se realizaron utilizando la fracción MPaislada de

cerebro de ratas normales e hipotiroideas de 30 días de edad. La com­

posición del medio de incubación fué la indicada en Material y Méto­

dos, utilizando succinato comosustrato ozidable y una concentración

de proteína mitocondrial de 0.4 mg/ml. El consumode oxigeno se e1­

presó en microátomos/hora y el consumode Pi en micromoles/hora, am­
bos por mgde proteina mitocondrial. Determinación de 1a actividad

específica SDHsegún se indicó en Material y Métodos.

Cada resultado es la media y su correspondiente E.S. de 5 experimen­

tos individuales para cada grupo. El análisis estadístico realizado
por el test "t" de Student indicó que las diferencias no eran signi­

ficativas en ninguno de los parámetros estudiados.
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TABLA X

.­
Ó

Fosforilaoión oxidativa en la fracción HPde ratas normales

e hiootiroidggs utilizando piruvato+Lumalato comosustrato

Normal Hipotiroidea p

Consumo de oxigeno + +
(estadó 3) 10.8 - 0.5 8.8 - 0.5 < 0.02

+ +
Consultant-der“?i 30.1 - 0.9 25.2 - 1.3 < 0.01

P/O 2.81 Í 0.08 2.90 1 0.08 < n.s.

0.a. 4.8 Í 0.5 4.4 Í 0.7 n.s.

Los experimentos se realizaron oon 1a fracción HPaislada de ratas

normales e hipotiroideas de 30 dias de edad. La composición del me­

dio de incubación es la indicada en Material y Métodos, utilizando
piruvato+L-malato oomosustrato y una concentración de proteina mi­

tooondrial de 0.4 mg/ml. El consumo de oxígeno y de P1 se expresó
según se indios en 1a Tabla IX.

Los resultados son la media y su correspondiente E.S. de 5 experi­

mentos para cada grupo, los que se compararon estadísticamente por
medio del test "t" de Student.
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ción tiroidea desde el nacimiento.

Más
Comoya ha sido señalado anteriormente, la hormona tiroidea

ejerce marcados efectos sobre la maduración del sistema nervioso

central, que se ven reflejados en la disminución de la actividad

de enzimas que son constituyentes de las membranasmitcccndriales,

comoconsecuencia del hipotiroidismo neonatal (Hamburghy Flexner,

1957; Garcia Argiz y col., 1967; Pasquini y 001., 1967). Teniendo

en cuenta, por otra parte, que la hormonatiroides regula el meta­

bddsmooxidativo en el animal adulto (Tata y 001., 1963; Tata,

l966b), nos interesó estudiar si la carencia de función tiroidea
desde el nacimiento podia producir alteraciones en las propiedades
de las tocondrias cerebrales. Para realizar este estudio se uti­

lizó la fracción mitooondrial MP,que es una preparación mitocon­

drial fuertemente aooplada y con minimogrado de contaminación.

Los resultados obtenidos cuando se utilizó succinato comosus­

trato oxidable, en los que no se observaron cambios en el consumo

de oxigeno, asi comotambién el hecho de que la actividad especi­
fica de SDKno presente alteraciones por efecto de la tiroidecto­

mia neonatal, sugieren que esta condición experimental no afecta
los sistemas enzimáticos que intervienen en el transporte de electro­

nes desde el succinato hasta el oxigeno. Por el contrario, la oxi­
dación del piruvato+L-malato es significativamente menor en las pre­

paraciones mitoccndriales provenientes de ratas hipotiroideas que

en las normales, lo que sugiere una posible alteración en alguna
enzima 6 grupos de enzimas que intervienen en la oxidación del pi­

ruvato+L-malato. Según los resultados obtenidos con succinatc no

habria cambios en la porción de la cadena respiratoria comprendida
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entre ubiquinona y citocrcmo‘g3; por lo tanto, la alteración podria
estar a nivel de la formación de acetil ccenzima A, en alguna enzima
del ciclo del ácido cítrico 6 en la porción de la cadena de trans­

porte de electrones anterior a la ubiquinona.

Es importante hacer notar que con ninguno de los dos sustratos

utilizados la carencia de función tiroidea desde el nacimiento pro­
duce alteraciones en el acople entre la fosforilación y la oxida­

ción, ya que se obtienen los mismosvalores de P/O y C.R. tanto en

los animales normales comoen los hipotiroideos. Tata y col. (1963),

que estudiaron los efectos de la tiroidectomía sobre las mitocon­

drias de hígado y músculo de rata, observaron que esta producía una

disminución en el consumode oxigeno, cuya intensidad variaba según

el sustrato utilizado, pero que en ningún caso esta condición pro­
ducía alteraciones ni en la relación P/O ni en los valores de C.B.

Por lo tanto, es posible postular que la hormonatiroidea no influp

ye sobre el acoplamiento entre el transporte de electrones y 1a fosfa­

rilación, contrariamente a lo que fue sostenido por diversos autores

(Martins y Hess, 1951; Hcch, 1962; Wolff y Wolff, 1964). Tata (1966a,

b) ha sugerido que los efectos de la hormonatiroidea residen prin­
cipalmente en la inducción de la sintesis de las enzimas oxidati­

vas, estimulando en primer lugar el proceso de transcripción, 6
sea, 1a sintesis de acidos ribonucleicos.

_Ennuestro laboratorio ha sido observada una disminución en la

actividad de las enzimas mitoccndriales SDH,aspartatc aminotransfe­

rasa y GABAtransaminasa, por efecto del hipotiroidismo neonatal,

cuando se determinan en homogenizadcde tejido cerebral (Garcia

Argia y col., 1967; Pasquini y 001., 1967). nuestros resultados
nos permiten sugerir que esto no refleja un cambiocualitativo en las

mitoccndrias sino que indicaria una disminución del númerode orga­
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ncides en los que estas enzimasestán localizadas. Esta hipótesis

ha sido apoyadapor los resultados obtenidos en un trabajo reali­

zado en colaboración con las Drac. Irene Snijan y Harta Piras

(Ssijan y 001., 1970), y del cual se incluyen diversos resultados

en la Tabla XI; puede observarse que 1a concentración de proteinas

es significativnmente menoren las fracciones subcelulares forma­

das por fragmentos de mielina, terminales sinápticos y mitooondrias

libres de cerebro de ratas hipotiroideas que en los controles nor­

males. Por otra parte, al comparar los cambios en la actividad de

SDHy AAT,puede observarse que cuando las actividades de estas en­

zimas son expresadas por unidad de tejido fresco, se encuentran

significativamente disminuidas, por efecto de la tiroidectcmia neo­

natal, en las fracciones que contienen cantidades considerables de
mitocondrias, comoson las constituidas por terminales sinápticos

(fracciones C y D) y por mitoccndrias libres (fracción E), pero

que tal diferencia desaparece cuandolos resultados se expresan
comoactividad especifica.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, unidos a los

que acabamosde comentar, nos llevan a postular que las alteracio­

nes prcduoidas por 1a tiroidectomia neonatal en la rata son la con­

secuencia de un defecto general en la formación de diversos consti­
tuyentes de membranas, sin que se produzcan cambios aparentes en

la composiciónde las mismas. La base de esta alteración podria ser

un defecto en la sintesis de proteinas, que seria una etapa determi­

nante en la formación de las diferentes membranas;la disminución de
la sintesis de proteinas cerebrales comoconsecuencia de la tiroi­

deotomia neonatal ha sido observada por Gael y col. (1967) y por

Balsas y Gaitonde (1968). Las experiencias de walravens y Chase
(1969) han demostrado una disminuida formación de mielina en los

animales hipotiroideos comoconsecuencia de una disminución en la
actividad de enzimas involucradas en la sintesis de :cerebrósidos
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_'1‘¿1I>IA XI

J‘I

Efecto de la tiroidectomïa neonatal sobre el contenido proteico y
1a actividad enzimática de fracciones subcelulares de cerebro de rata

Proteína.
¡na/e tejido

A c D E

#
n 4.2 I 0.1 11.6 1 0.4 1.9 1 0.5 9.1 - 0.4

u 2.6 3 0.1 8.o 3 0.2 5.4 I 0.4 6.5 3 0.3

p < 0.001 < 0.001 4 0.005 4 0.001

Actividad de SIH

U/g tejido U/me proteína.

c n n c n 3

n 2.89 t 0.20 4.51 I 0.31 9.01 I 0.48 0.25 1 0.02 0.51 3 0.04 0.99 I 0.01

n 1.89 1 0.14 3.13 I 0.23 6.32 1 0.31 0.24 I 0.02 0.58 I 0.05 0.91 3 0.08 2

p < 0.005 4 0.01 < 0.005 - - _

Actividad de MT

U/G “Jn-1° U/ng proteína

c n z ' c n E

u 20.6 3 1.1 19.5 I 1.5 15.2 1 0.7 1.19 1 0.18 2.41 1 0.22 1.61 I 0.11

n ¡5.1 I 0.a 13.1 Z 0.6 11.0 i 0.4 1.96 1 0.24 2.53 3 0.25 1.69 I 0.14

r < 0.025 < 0.01 < 0.001 ­

Resultados obtenidos por Szijan y col. (1970) en ratas normales e
hipotiroideas de 30 dias de edad. Aislamiento de las fracciones
según se ha indicado en el mencionadotrabajo. N: ratas normales
de 30 dias de edad. H: ratas tiroideotomizadas a1 nacimiento, de
30 dias de edad. A: fragmentos de mielina. C: terminales sinápti­
cos oolinérgicos. D: terminales sináptioos no oolinérgioos.
E: mitooondrias libres.
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y sulfátidos.

Nuestra hipótesis de que la tiroidoctomia neonatal conducea
una disminución en 1a formación da membranassin que se produzcan

defectos cualitativos tambiénestá apoyadapor las recientes obser­

Vaciones de Bálazs y col. (1969),qua demuestran que comoconsecuen­
cia de la tiroidectcnía neonatal se produceuna disminución signi­

ficativa en la formación de mielina sin que ee observen variaciones

cualitativas en su composición, ya que las relaciones molares de
cerebrósidos: colesterol: fosfolipidcs son las misma tanto en mie­
lina purificada obtenida de cerebro de ratas normales comode hipo­
tiroideas.

En resúmen, todas estas obserVBcionessugieren que el hipoti­

roidismo neonatal produce una disminución en 1a sintesis de protei­

nas cerebrales que se reflejaria en deficiencias cuantitativas en

la formación de membranas.En el caso de las mitoccndriae, conduci­

ria a una disminución del númerode cotos organoides sin producir

alteraciones fundamentales en su composición.
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VI. RESUÉE‘IÏI CUITCLUSIOÏES

Las mitocon‘rias de cerebro de rata fueron obtenidas por el método

de LÁvtmp y Zelander (1962).

Esta preparación nitccondrial presentó baja contazdnación con ter­

minales sinápticos y no se observaron fragmentos de mielina. Las

mitocondrias 33 encontraban en estado satisfactorio, tanto desde
el punto de vista morfológico coro metabólico. Presentaban la

conforración condensada y los Valores de P/O y C.R. obtenidos con
diversos sustratos ozidables fueron satisfactorios.

Se demostró que 1a fracción TSH,que contiene terminales sinápticos

y miclina,ade:¿s de uitoccndrias, presenta un :arcado efecto inhi­

bidor y desacoplajtejlo que oonfirraria que la fracción de mite­
condrias crudas no puede ser utilizada para realizar estudios me­

tabólicos. Por lo tanto, la fracción H?fue la que se utilizó

para estudiar las propiedades de las mitocondrias durante la madupg

ración cerebral y el efecto de la tiroidectomia neonatal.

Se estudiaron diversas propiedades de las mitocondrias de cerebro

de rata durante el periodo de maduraciónpostnatal.

E1 contenido proteico de las HE, en base al peso de tejido fresco

original, aumentó aproximadamente4 veces entre los 5 y 30 dias
de edad.

La actividad da SDK,expresada en base al peso de tejido fresco

original, presentó un aumento de aproximadamente 5 veces entre

los 5 y 30 dias; mientras que 1a actividad específica de 1a mis­
ma se duplicó durante este periodo.

Se estudió la fosforilación oxidativa utilizando piruvato+L—

malato y suocinato comosustratos oxidables. Con piruvato+L—

malato se observó un aumento de 3 veces, tanto en el consumo

de oxigeno comoen el de fosfato inorgánico, entre los 5 y 30
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dias de edad; con suocinato el aumento observado en ambos pará­

metros fue de 2 veces. Tanto los valores de P/C-ccno los de
C.R. obtenidos con ambossustratos fueron satisfactorios desde

los 5 días y permanecieron constantes durante todo el periodo

estudiado. Esto sugiere que tanto los sistemas involucrados en

el transporte de electrones comoen 1a fosforilación acoplada
Ia este attentin paralelamente y se mantienen en un óptimo grado

de acoplamiento durante el período de maduración postnatal.

La concentración de ubiquinona/mg de proteina mitocondrial

aumentó aproximadamente 2 veces entre los 5 y 30 dias de edad;

produciéndose el aumento más importante entre el 1Cmoy 20:0
dia.

Los niveles de los citooromos/mgde proteina mitoocndrial au­

mentaron aproximadamente 2 veces entre los 5 y 30 dias de vida

postnatal. Los citocrcmos o+c___i y.g presentaron los aumentos
más importantes entre los 10 y 20 dias; mientras que el cito­

cromo.g aumentó significativamente entre los 15 y 20 días de
edad.

El aumento observado en la actividad especifica de SDKasí

comotambién el incremento de la concentración de ubiquinona

y citooromos/mgde proteina mitoccndrial permiten postular un

aumento de 1a superficie de la membranainterna de la mitoccn­

dria de cerebro de rata durante el periodo de maduración post­
natal.
Los resultados obtenidos indican que los diferentes parámetros

estudiados no aumentanparalelamente, lo que sugiere que la
composición de 1a membranainterna de la mitocondria cerebral

varia durante la maduración.

Se estudió la fosfcrilación oxidativa en mitocondrias de cere­

bro de ratas normales y radiotiroidectomizadas en el momento
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del nacimiento, a los 30 dias de edad.

Cuandoee utilizó piruvatc+lnmaleto comosustratoáee observó
una disminución del 17 %aproximadamente, tanto en el'consuno

de oxígeno comoen el de fosfato inorgánico, en las prepara­

ciones ritocondriales provenientes de las ratas oretinas.
Cuandose utilizó succinatc comosustrato ozidable se obtu­

vieron lc: vienes valores de consumode oxígeno y fosforila­

ción en las ratas normales y on las hipotiroideas. Conlos dos
sustratos utilizados no se observaronalteraciones ni en el

2/0 ni en el G.3. La actividad especifica de SDEno fue modi­

ficada por efecto de la tiroidectomïa neonatal.

Estos resultados, asociados a otros que se mencionan en la

discusión correspondiente, sugieren que la falta de hormona
tiroidea desde el nacimiento produce una disminución en la

síntesis de proteinas, lo que se reflejaría en una disminu­
ción en el número de mitocondrias, sin que se produzcan al­

teraciones fundamentales en la composición de estos organoi­
des. /

W
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