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RESULMEN

En el presente trabajo se estudiaron las ocaraoter{sticas bioqui-
micas de las mitocondries de cerebro de rata durante la maduracién

postnatal y el efecto de 1la tiroldeotomfa neoratal sobre las mismas.

Para ello primero se debid obtemer una preparacién de mitocon-—
drias de cerebro de rata en satisfactorio estado de pureza, lo que
ge logré utilizando el método de Lﬁvtrup y Zelander para su obtencién,
Las mitocondrias asf obtenidas se encontraban en la conformacién con-
densada y'presentaban valores satisfaoctorios de P/O ¥y C.R. con diver-
sos sustratos oxidables,

Maduraoién

Se estudi§ el perfodo de maduraoién comprendido entre los 5 y
-30 dfas de vida postnatal.

El oontenido proteico de las mitocondrias purificadas, en base
al peso de tejildo fresoo original, aumenté aproximadamente 4 veces
entre los 5 y 30 dfas de edad.

La actividad de SIH, expresada en base al peso de tejido fresco
original, present§ un aumento de aproximadamente 5 veces entre los 5
y 30 dfas; mientras que la aotividad especffica de la misma se dupliocd

durante este perfodo.

Se estudié la fosforilaoién oxidativa utilizando piruvato+l-—
malato y succinato como sustratos oxidables, Con piruvato+l-malato
se observS un aumento de 3 veces, tanto en el consumo de oxfgeno como

en ol de fosfato inorgidnico, entre los 5 y 30 dfas de edadj oon succi-



nato el aumento observado en ambos pardmetros fué de 2 veoss, Tanto
los valores de P/O como los de C.R., obtenidos con ambos sustratos
fueron satisfactorios desde los 5 dfas y permanecieron constantes
durante todo el perfodo estudiado, Esto sugliere qué tanto los siste~
mas involucrados en el transporte do eleotrones como en la sfntesis
de ATP aumentan paralelemente y se mantienen en un Sptimo grado de

acoplamiento durante el perfodo de maduracién postnatal,

La concentraoién de ubiquinona/mg de protefna mitoocondrial
aumentéd aproximadamente 2 veces entre los 5 y 30 dfas de edadsy pro=-
duociéndose el aumento m4ds importante entre el 10mo ¥ 20mo dfa,

Los niveles de los citooronos/hg de protefna mitocondrial aumen
taron aproximadamente 2 veces entre los 5 y 30 dfas de vida postnatal,
Los citocromos 212& ¥ & presentaron los aumentos m4s importantes entre
.los 10 y 20 dfas; mientras que el citocromo b auments significativa=-

mente entre los 15 y 20 dfas de edad,

El aumento de la ooncentraolén de los componentes de la ocadena
respiratoria permite postular un asumento ds la superficie de la mem=
brana interna de la mitocondria cerebral durante la maduraoclén post-

natal,

Los resultados obtenidos, que indican que los diferentes pard-
metros estudiados no aumentan paralelamente, sugleren que la compo—
sioién deo la membrana interna de la mitooondria cerebral varfa du-
rante la maduraoién,

For lo tanto, el aumento observado en el metabolismo oxidativo

de las mitocondrias cerebrales durante la maduracién se deberfs a los

—



cambios que ocurren en la composicién de estos organoides, los que
alcanzarfan las caracterfsticas del animal adulto a los 20 dfas de
vida postmatal.

Hipotiroidismo

Se estudid la fosforilacibn oxidativa en mitocondrias de oerebro
de ratas normales y radiotiroideotomizadas ;n el momento del naoi-
miento, & los 30 dfas de edad.

/

Cuando se utilizé piruvato+l-malato como sustrato se observs
una disminucién del 17 % aproximademente, tonto en el consumo de oxfe
geno oomo en el de fosfato inorgédnico, en las preparaciones provenien-
tes de las ratas cocretinas, Utilizando succinato como sustrato se ob~
tuvieron los mismos valores de oonsumo de oxfgeno y de fosfato inorw
ginico en las ratas normales y en las hipotiroideas. Con loa dos sus-
. tratos utilizados no se observaron alteraciones ni en el 2/0 ni en

el C.R,

La aotividad especffica de SDH no fué modificada por efeoto
de la tiroidectomfa neonatal,

Segin estos resultados no se producirfian alteraciones fundamen~
tales en la oomposicién de las mitocondrias ocerebrales por efeoto de
la tiroidectomfa neonatal, Se discute, en relacién con diversos resul-
tados, la hipétesis segin la cual la falta de hormona tiroidea desde
el naoimiento producirfa una dismimucién en la sfntesis de protefnas,
que se reflejaria\en una disminufda sfintesis de las diferentes mem-
branas, Por lo tanto, esto .traerfa como consecuencia, una disminmue
cién‘en el nimero de las mitocondrias cerebrales, sin que se produz-

oan alteraciones fundamentales en la oomposiocién de las mismas,

Ve // :
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AAT: aspartato aminotransferasa

AcE: acetil colinasterasa

A.E.1 actividad eapecifica

A.E.R.: aotividad especifica relativa
ADP: adenosina difoafato

ATP: adenoeina trifosfato

C.R.: Control respiratorio

EDTA: etilendiamino-tetraacetato disédico
E.S5.3 error standard

CABA: 4cido ¥ amino butfrioco

MC: mitocondrias orudas

MP: mitocondrias purificadas

Pit fosfato inorgdnioco

Qh: ubiquinona ocon n unidades de isopreno en su cadena lateral
SAB: sero albimina bovina

SIHs suooinato dehidrogenasa
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I. INTRODUCCION

1- Caracteristicas de la maduraciédn cerebral

La mayorfa de los mamfferos presentan en el momento del nacimiento
un alto grado de inmadurez de casi todas las estructuras anatbémicamente
diferenciadas del cerebro, especialmente la corteza cerebral, tanto desde
el punto de vista histofisiolégico como biogquimico., Si bien en estas es-

rpecies el proceso de desarwollo cerebral se cumple durante los primeros
estadfos 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
mamfferos en dos grandes grupos., El primero comprends a aquellas espe-
cies que en el momento del nacimiento presentan una pobre capacidad mo—
tora, incapacidad de regular su temperatura y otras caracterfsticas me-
nores; al mismo pertenecen la rata, el conejo, el gato y el ser humano,
entre otras. Por el contrario, el segundo grupo se caracteriza por pre-
gentar en el momento del nacimiento una capacidad motora casi totalmente
desarrollada, autocontrol de lz temperatura, etc.; a este grupo pertsene-

cen especies como el cobayo, la oveja y el caballo,

Los estudios histolbgicos y funcionales en especies de ambos grupos,
han demostrado gque las diferencias indicadas se correlacionan estrecha-
mente con el grado de desarrollo que 2lcanza la corteza cerebral en el
momento del nacimiento, En el cobayé, rerteneciente al segundo grupo,
Flexmer (1955) ha demostrado gue la maduracién cerebral se cumple, tanto
desde el punto de vista histofosiolégico como bioquimico, entre los 40
y 50 dfas de vida intrauterina, presentando en el momento del nacirmiento
un sistema nervioso con caracterfsticas sinmilarcs a lag.del enimal adulto.
Por el contmxnrio, se ha demostradoe que en la rata (Hemburgh y Flexner,
1957; Eayrs y Goocdhead, 1959; Carcfa Argiz y col., 1957; Pascuini y col,.,
1967), el conejo (Sckadé y col., 19643 Dalal y Einstein, 1969; Einstein



2
y col,, 1970) ¥y ol gato (Purpura y col.,, 1564) el cerebro es marcade—
mente inmaduro en el momento del nacimiento y que su desarrollo, tanto
histofisiolégico como bioquimico, ocurre durente los primeros 30 dfas

de vida postnatal,

Estos hechos demuestran claramente la existencia de una fntima corre-

lacién entre la maduracién cerebral y la conduota del animal.

Aspectos neurohistolégicos y fisiolégicos de la maduracidén cerebral

Si bien los estudios de Flexmer (1955) demostraron que en el cobayo
la maduracién histofosiolégica y bioquimica de la corteza cerebral ocu-
rre entre los 40 y 50 dfas de gestacién, etapa a la que 61 denominé
"perfodo critico'; estudios realizados en le rata, el ratén, cl conejo
y el gato, demostraron que en estas egpecles, dicho "perfodo critico"

ocurre entre los 10 y 20 dfas de vida postnatal,

Tanto en la rata (Bayrs y Goodhead, 1959) como en el conejo (Schadé
¥y col., 1964) y en el gato (Purpura y cols, 1964) la corteza cercbral
present2 en ol momento del nacimiento un alto grado de inmadurez y recién
alcanza las caracterf{sticas del animal adulto hzcia el final del mencio-
nado perfodo, Durante ol mismo se producen cambios notzbles en las carac—
teristicas histolégicas de la corteza cerebral, Se ha demostrado que la
densicad neuronal 6 de empaquetamiento, que indica el nlmero de células
existentes por mm3, disminuye dristicamente durante los primeros 5 dfas
de vida postnatal y luego mis lentamente hasta el 20mo dfa, presentande
posteriormente s6lo cambios menores, El volumen y el &rez porcentual del
pericario disminuye marcadaments durante los primeros 20 dfas, mientras
que por el contraéio, el de las dendritas aumenta répidamente entre los

5 y 20 dfas postnatales y luego mucho més lentzmente hasta el dfa 30mo,.

La expansién del 4rea dendrftica, caracterfstica mis importante del



3
desarrollo cortical, es la resultante de dos procesos: el aumento del
mimero de dendritas que emergen de pertario y su posterior ramificacién.
El nacimiento de nuevas dendritas del pericario se produce hasta los
12 dfas, mientras que la arborizacién de las ya existentes presenta un
marcado aumento entre los 18 y 24 dfas. El incremento de la longitud
y densidad axénica es muy pequefio durante los dprimeros 6 dfas postnata-—
les, se intensifica notablemente entre los 6 y 20 dfas, sumentando pos-
teriormente en forma leve, La mielinizacién de los axones es el proceso
que comienza a desarrollarse mis tard{amente,aproximadamente a los 14
dfas postnatales, continuan?o en Pforma intensa hasta los 30-40 dfas,

Se ha demostrado que como consecuencia del aumento del volumen ocupado
por el 4rea dendrftica y la red axénica (conjunto que se denomina neuro—
pila), la probabilidad de interaccién axo-dendrftica, dendro~dendrftica
y dendro-somitica aumenta 10 veces aproximadamente entre los 12 y 30
dfas de vida postnatal,

Estos cambios histolégicos, caracterizados por la ripida expansién
de la neuropila, presentan una correlacién temporal muy estrecka con la
aparicién y desarrollo de la actividad eléctrica espontdnez, Los estudios
eleotrofisiolégicos de Crain (1952) y de Bradley y col. (1960) han demos-—
trado que en la rata la actividad eléctrica esponténea ya& es observable
a los 5 dfas de vida postnatal aproximadamente, pero sus caracteristicas
cambian notable y rdpidamente, de tal manera que a los 15-2C .dfas se
puede observar un registro eléctrico similar al del animal adulto. Por
lo tanto, los cambios neurohistolégicos que ocurren durante el mismo
perfodo, pueden ser considerados como la base neuroanatémica del desa-
rrollo de la actividad eléctrica, que adquiere las caractpristicas del
animal adulto al mismo tiempo que se produce la ripida expansién de la

neurop;la.

Al oontrario de lo que ocurre en las neuronas, la densidad de empa-
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quetamiento de las células gliales aumonta con la ededs esto ha sido
demcstrado vor Brizzees y cols (1964), quienes han observado en la cor=
teza cerebral de la rata un avmento del Indice glia/neurona 2 medida
que aumenta la edad del animal, La posible explicacidén de estos cambios
pueds rcsidir en que mientras el desarrollo neuronal se produce sin di-
visién celular concomitante, las células de la glia sf se multiplican
por divisién oelular, La relacién entre el aumento del mimero de las
células gliales y los procesos de mielinizacién y de desarrcllo de fenb-
menos de permeabilidad seleotiva, caracterizados por la existencia de la

denominada "“barrera hemato~encefdlica' gqueda axin por ser explicada,

Agpectos biogqufmicos de la maduracién corebral

Los ceambios neurohistoldgicos que acabamos de comentar sugieren que
la morfogénesis cerebral se caracteriza por una activa neoformzcidbn de
membranas, Esta morfogénesis activa, que en las especies mencionadas
ocurre durante los primeros 30 dfas de vida postnatal, implica necesaria-
mente la existencia de una intensa sintesis de &cidos ribonucleicos y
proteifnas; lo gque he sido demostrado por diversos investigadores.
Utilizando diversos modelos experimentales, ha sido demostrado que la
sintesis de RNA es muy active durante los primeros estadfos del desa-
rrollo, para decrecer lvego con la edad (Adams, 1966; Johnson, 1967;
Curoff y col., 1968)4 si bien los mecanismos involucrados en la regula—

0ibn de la sfntesis de RNA no han sido avn aclarados.,

La sfntesis de protefnas es rmucho mids intensa durante el perfodo de
morfogénesis aotiva 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 ribosomales aislados (Murthj y Rappoport, 19653 Yamzagamy y col,,

1966), asi como en experiencias "in vivo" (Gaitonde y Richter, 19563
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Szijan y col., 1969) se ha demcstrado que la sintesis de trotefnas es
muy activa durante los primeros estadfos de vida postnatal decreciendo
luego con la edad. Esta intensa sintesis de proteinas se ve reflejada
en el importante aumento éel contenido de protefnas por célula (Pasqui-

ni y col., 1967), que es muy nctable entre los 5 y 30 dfas ée vida post~

natal, tanto en la corteza cerebral como en el cerebelo,

La sfntesis de los diferentes lipidos %tz2mbién es muy active durante
los primeros estadfos de vida postnatal (Sperry, 1962), siendo de interés
seflalar que la velocidad do sintesis y deposicidén no os la misma para los
diferentes 1ipidos, Esto fué demostrado por Folch y col. (1959), quienes
estudiaron los cambios en la concentracifn de los diferentes 1fpidos en
cerebro de ratén, Observaron que mientras los ganglibsidos aumentan muy
rdpidamente, llegando a los niveles del adulto a los 15-20 dfas de vida
postnatal, otres lfpidos como el colesterol, la esfingomielina y los cere-
brésidos se enouentran ausentes § en muy pequefia concentracién en el mo-
mento del nacimiento, aumentando luego en forma constante durante los
primeros 50 dfas, Esta diferencia puede ser explicada teniendo en cuenta
la localizacién de estos lfpidos en las diferentes membranas; los ganglié-
sidos son esencialmente constituyentes de las membranas neuronales, mien-
tras que la esfingomielina y especialmente los cersbrésidos se encuentran
localizados principalmente en la membrana mielfnica (Seminario y col,,
1964; Lapetina y col., 1967). Por lo tanto, las diferencias en los cam-
blos temporales de los diversos lfpidos durante el perfodo de maduracién
se deberfan a las diferencias temporales en el desarrollo de las membra-
nas neuronales y mielina, que han sido demostradas en los estudios neu-
rohistolégicos (Eayrs y Goodhead, 1959). Suzuki (1965) ha confirmado el
rdpido aumento de los ganglifsidos en el cerebro de rata durante la madu-
raoién. Tanto Suzuki (1967) como Rubiolo de Maccioni (1967) han demos—
trado un aumento en la sintesis y turnover de los ganglidésidos sélo du-

rante el perfodo de aotiva morfogénesis,
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Los estudios relacionados con la cemposicién lipfdica de las diverw
sas fracciones subcelulares del oerebro, han puesto en evidencia quo la
composicién de las mismas cambia durante la maduracidn y que ello ocurre
principalmente en las membranas mielfnicas (Horrocks, 1968; Cuzner y
Davison, 1968; Dalal y Einsteln, 1969). Esto ha sido confirmedo por las
observaoiones de Suzuki y col. (1967, 1968), quienes han encontrado cam-
bios en la composicién de los ganglibsidos constituyentes de las menbra-
nas mielfnicas: mientras que en la denoninada mielina inmadura se encuen—
tran los cuatro gangliésidos principales -~ un monosialo, dos disialo y
un trisialo ganglibsido -, durante el desarrollo ocurren cambios progre-
sivos, de formz tal que en la mielina madura sélo est& presente el mono-
sialoganglidsido. Todas estas observaciones sugieren que la composicidn
de las diferenteé nembranas cambia durante el proceso de maduracién ce-

rebral,

Conconitantements con la activa formzcidén de estos componentes de
\ membranas se produce un significativo aumento on la actividad de diver—
‘*gas enzimas que estén localizadzs en diferentes membranas, Se ha obser-
QJdo un importanite aumento en la ae’ ividad de succinato dehidrogenasa
(Hamburgh y Flexner, 19573 Garcia Argiz y col., 1967), oitocromo oxi-
dasa (Hamburgh y Flexner, 1957), GABA transaminesa y glutamato decar-
boxilasa (van den Berg y col., 1965; Garcfa Argiz y col., 1967), aspar=
tato aminotransferasa (Pasquini ¥y col,, 1967) y adenosin trifosfatasa

(Garcfa Argiz y col., 1967) durante el perfodo de maduraoién postnatal,

También se observan caubios en diversas actividades metabblicas de
la corteza cerebral durante la maduracién, Se sabs que la corteza cere=
bral metaboliza glucosa, y que parte de ella es transformada en amino—
&cidos del grupo dsl glutamato; este proceso, que involucra una aotivi-

dad mitocondrial, aumenta durante este porfodo (GSmez y REmfrez de Gu-—



glielmone, 1967). Por otro ladoy, en la corteza muy inmadura la mayor
parte de la glucosa netabolizada es tranaformada en laotato, mientras
que en la rata adulta la mayor parte de la glucosa es oxidada a través
del oiclo del 4cido cftrico (Ghittoni, 1967), Si bien la disminucién
en la formzcidén de lactato puede ser debida a cambios en la isoenzima
de lactato dehidrogenasa predominante (Bonavita, 1964), la mayor capa-
cidad de oxidaxr glucosa sugiere un a2umento del ndmero de mitocondrias
6 una mayor capacidad oxidativa de las mismas a medida que el cerebro

madura.,



—

2—~ Papel da 1a hormon= tiroidea en la aduracidén cenebral

Los estudios clfnicos rezlizados por Smith y col., (19%7) han demos—
trado que los signos de retardo mental y las alteracionesg nouroldgicas
concomitantes s8lo se obsecrvan en los nifos con cretinismo congénito y
no en aguelles en los que el hivotiroidismo se produce luego ds los pri-
meros 18 meses de vida postnétal; observéndose también que las menciona~-
das alteraciones s8lo podian ser corregidas por medio de un tratamiento
con dosis adecuadas de hormona tiroildea, iniciado antes del 4t6 mes de
vida postnatal. Estos hallazgos han demostrado que en el huma2no la hor-
mona tiroidea desempefia un importante papel en la maduracién cerebral,

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

Diversos estudios neurohistolédgicos han demostrado que la tiroi-
dectomia neonatai en la rata produce profundas alteraciones en el desa—
rrollo histolégico del cerebro., Barnett (1948) ha observado que en estas
condiciones se produce un defecto en la mielinizacién, Eayrs (1961 a, bj
1966) ha realizado estudios cuantitativos en la corteza cerebral demos-
trando que la carencia de funcién tiroidea desde el nacimiento produce
un marcado defecto en la dendrogénesis y en el desarrollo axénico,
Legrand (1963, 1965) ha observado que el desarrollo postnatal del cerebelo
de la rata también es marcadamente afectado vor la tiroidectomfa neonatalg
produciéniose un retardo en la migracién de la capa granular externa, un
defectuoso d?sagzgz}o de los glomérulos cerabelosos y una disminucibn en

la arborizacién de las células de Purkinje.

Estes alteraciones histolégicas se. reflejan en actividades funciona~-
les, como ha sido demostrado por Bradley y col, (1960), quienes encontra-
ron que el electroencefalogramé»de la rata cretina-presenta significati-

vas diferencias con respecto al de la rata normal. También se reflejan
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en zlieraciones de la conducta, como se deduce de las experiencias de
aprendizajo y comportamicﬁto rezlizzdas por Tayrs (1961 1) en ratas,
quien ha sugerido que las altercciones en la conducta podrfan ser la
consecuencia €e la defectuosa dendrogfnesis, que produce una moenor
probabilida& de interaccién axo--dendritica, dondro-dendritica y dendro-

somdtica,.

Hamburgh y Flexner (1957) fusron los primeros en demostrar que la
tiroidectonfa neonatal en la rata produce notables alteraciones en la
difermnciacién biloquimica de la corteza cerebral, Estos autores observa-
ron que la carencia do funcibn tiroidea desde el nacimiento produce una
disminucién significativa e irreversible en la actividad de succinato
dehidrogenasa de la corteza cerebral, que se evidencia desde el 10mo
dfa de vida postnatal. En nuestro laboratorio se ha encontrado que,
adem4s de la succinato dehidrogenasa, otras enzimas como la glutamato
decarboxilasa, GABA transaminzsa, adenosin trifosfatasa y aspartato
transaminasa son notablexente afectadas por la tiroidectomfa neonatal,
tanto en cerebro como en cerebelo (Garcfa Argiz y col., 1967; Pasquini y
col., 1967), Bélazs y col. (1968) odbservaron algo similar con respecto a
la glutemato decarboxilasa y CGeel y Timiras (1967 a) demostraron que la
evolucidn de la acetilcolinesterasa tanto en la corteza ceredbral como
en el hipotdlamo eran notablements a;ectadas por la ausencia de funcidn
tiroidea. También s2 ha observado que tanto el contenido ds proteinas
por célula oomo—e};de RNA por célula es significativamente mds bajo en
la corteza cersebral y el cerebelo de las ratas radiotiroidéctomizadas.
en el momento del nacimiento que en las normzles (CGeel y Timiras, 1967 b;
Pasquini y coi., 1967). ) —

Todos estos estudios relacionados con los efsectos dé la hormona

tiroidea sobre la diferenciacién bioguimica del cerebro concuerdan con
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las alteracionzs histoldzices que y2 heawrmos mancionzdo, Ests paralelisno
znuhién se obserya cuwindo se compiran los resultedos neurohistoldgicos con
los bioguimicos, en los casos en que s2 ha cxplorado el parfodo durante el
cual lz horrmona tiroidez ejerceriz zsus efccios sobre la maduracidn, las
observaciones de Legrand (1963) en ceretelo y de Eayrs (1961b; 1966) en
corteza cerebral han demnostrado que lazs alieraciones histolbzicas se
producen siempre que la tiroicdectemfa se realice antos del 12do dfa de
vida postnatal y que en la rata cretina estas alteraciones pueden ser
corregidés por lz administracidn de bormona tiroidea, siempre gque el
tratamiento se inicie antes del 10mo-12do dfa de vida postnatal., Este
fendmeno también ha sido observado en los estudios relacionados con la
diferenciacién bioquimica, Hamburgh y Flexner (1957) demostraron que la
disminucién de la actividad de succinzto dehicrogenasa producida por la
tiroidectomfa neonatal sélo podfa ser corregida por la administracién de
hormona tiroidea dentro de los primeros 10 dfas de vida postnata}. Ram{~
rez de Guglielmone y Gdémez (1966) otservaron que la disminucién de la
cpncentracién cerebray c¢e 4cido aspirtico, que produce la tiroidectomfa
nennatal en la rata, se corregfa por la admirnistracién de tiroxina a
partir del 10mo dfa pero no cuando se comenzaba la terapiz a2 los 15 dfas
de cdad. Geel y Timiras (19672 y b) observaron que la disninucién de la
actividad de acetilcoliresterasa y del contcnido de RNA por célula podfa
ser corragida administrando tiroxina desde el 5to dfa de vicéa postnatal,
Krawiec y col., (1969) tombdién han confirmzdo la existencia de un perfodo
critico al demostrar que las alteraciones en la concentracién de &cidos
nucleicos y en la actividad de succiﬁato dehidrogenasa, GABA transaminasa
y asparfato.aminotransferasa sGio podfan ser—corregidas comenzando el tra~
tamiento con hormona tiroidea el dfa 1l0mo; mientras que cuando la inicia~-
cién dé la terapia de reemplazo se retardaba hasta el 15to dfa, la hor-
mona no presentadba ningin efecto correcior. La concordankia entre los

estudios bioquimicos e histolégioos confirma la existencia de un perfodo
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critico durante el cuzl la hormona tiroidea ejerceria sus efectos sobre
la maduracidn cerebral, hecho que ya habfa sido sugerido por los estudios

clinicos de Smith y col. (1957).

Lo comentado anterioriente sugiere que la principal caractoristice
de la alteracibén producida por la carencis de funcidn tiroidea desde el
nacimiento es una marcada deficiencia en la formacién de membranas, Lo que
es indicado por el marcado defecto en la dendrogénesis, el desarrollo de
la red axonal y la formacién de mielina y por la notable disminucién de
la actividad de diversas enzimas que son constituyentes de diferentes or-

ganoides subcelulares,

Teniendo en cuenta que el contenido de RNA por célula esti marcada~
mente afectado por el hipotiroidismo neonatal (Geel y Timiras, 1967b;
Pasquini y col., 1967) y que las hormonas que actian sobre los procesos
de orecimiento y desarrollo lo hacen estirmulando la sintesis de RNA y
proteinas (Tata, 196€a), es l8gico suponer que la ausencia de funcién
tiroidea desde el nacimiento en la rata debe conducir a una disminucién
en la sfntesils de protefnas, La alteracién en la sfntesis de protefnas
cerebrales como consecuencia de la tiroidectomfa neonatal ha sido demos—
trada por Bdlazs y Geitonde (1968) y por Geel y col, (1967) ¥ ha sido
confirmada en nuestro laboratorio por Szijan (comunicacién personal). Si
bien ha sido sugerido, sin suficiente evidencia experimental, que la hor-
mona tiroidea estimularfa el transﬁorte de aminofcidos en el tejido cere-~
bral (Geel y col., 1967) & que actuarfa sobre la sintesis de protefnas a
nivel de la traduccién (Bdlazs y Gaitonde, 1968; Bilazs y col., 1968) el
mecanismo por 81 cuzl actda la hormona tiroidea estimulando la sfntesis

de protefnas en el cerebro a’n no ha sido aclarado.
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3- Composicidn y funcidn mitocondrial

Las mitocondriug, estructuras halladas en las célules de todoz los
organismos aerdébicos, conticnen sistemas multienzindticss capaces do aco-
plar la oxidacibn de met=2bolitos por el oxfgeno molascular a la sintesis
de ATP, Lz2s reacciones oxidativas czatzlizadas por la mitocondris forman
parte, principaluente, del ciclo del &cido cftrico, si bien hay otras
reaccionss. que también pueden participar en los procesos ds acoplamiento,
como ser la oxidacién de 4cidos grasos,a{-glicarofosfato,lﬂ-hidroxibuti-
rato, etc, (ver Figura 1), El sustrato orxidable preferencial depende del

origen de la mitocondria,

La mitocondria esté4 formada por dos sistemas de membranat una men-
brana externa que encierra a la mitondria y otra interna que se irradie
hacia el interior desde la periferia formando invaginaciones llamadas
crestas, lo que hace que ésta \ltima presente una gran superficie (apro~-
ximadamente 100~-200 m?/cm3)o Ambos Bon sistemas lipoproteicos ques con-
t}enen distintos grupos do enzimas, diferentes subunidades y cumplen
diferentes funciones (Green y liaclennan, 1967; Parsons y col., 1967;

Pullman y Schatz, 19673 Lardy y Ferguson, 1969).

La membrana interna, lugar en que se produce la fosforilacién oxi-
dativa, est4 compussta por subunidadss, llamadas partfculas elementales,
qQue punden ser resueltas en una membrana basal, en la que se encuentra

la;padena de transporte de eleotrones y una parte separable fébilmente,

que ocontiene la ATPasa mitocondrial (Green y MacLennan, 19673 Korn, 1969), -
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Cadenz respiratoria
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_contisne grupos ée dxido-reduccidn guo transfieren loz elecirones desde el
succinato y NADH 2l oxigeno, Ecté constituida por flavoprotefnas, ubigqui-
nona, citocremos (l, C1y G 2 Y 33), hierro no haminico y codbre, Su orde-
naniento, basado en estudios termodindmicos, cinéticos y efectos de inhi-

bidores, se puede obscrvar en el esquema presentado en la Figura 1.(Lehnin-

gor, 1965; Green y MacLennan, 19567; Klingenberg, 1968).

Los citocromos son hemo protefnas q&é se diferencian entre sf por los
sustituyentes del anillo porfirfniceé v/6 en 1la protefha unida a esfe. Se
han encontrado tres tipos de grupo hemo en los citocromos, Los citocromos
cy Ql contienen el mismo grupo hemo pero se diferencian en la porcién
proteica, lo que les conficre distintas propiedades fisicoquimicas. En
estos dos citocromos el grupo'hemo se encuentra unido a la proteina por
uniones covalentes, a diferencia de.lo que ocurre en los otros citocromos
(Qkunuki, 1966). Con respecto a los citocromos a y g3, se encuentra en dis—

usién si forman una sola especie molecular 6 son dos especies distintas

(Okunuki, 1966; Gitson, 1968),

La coenzima @ 6 ubiquirona fué descubicrta en mitocondrizs de corazdn
vor Crane y col, (1957); estudios posteriores demostraron gque es un compo-
nente de l2 cadena de transporte de elecirones (Chance, 1?65; Green ¥
Brierley, 1965; Klingenberg y Krdger, 1967). Es una benzoquindna que tiene
como sustituyentes ﬁos grupos metox{los, un grupo netilo y una cadena late—-
ral de 30 a 50 4tomos de carbono (6 a 10 unidades de isopreno), denoﬁinén;
doselg Q6'g QlO segin 1as_upidade§_de isop?qu que con}enga. La concentra-_“

cién y el tipo de ubiguinona varia segin la especie y el 6rgaro estudiado
(Lester ¥y Crane, 1959; Crane,‘1965)7‘ - o - T
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FIGORA 1

Esquema de la cadena respiratoria
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III).
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Fosforilacibn oxicdativa

Actualmente hay tres teorfas que tratan de explicar el mscanismo por
el que se produce el acople entre la energia liberada en el transporte de
electrones y la formacién de uniones de alta energia en la forma de ATP,
Son la quimica, la quimiosmética y la conformacionaly se diferencian en

el paso primario de la conservacién de la energia considerado.

Seqin la teoria quimica'(Slater,-1966; Pullman y Schatz, 1967) duran-
te el proceso de oxidacién de un transportador reducido de la cadena res-—
Fratoria AHz, éste se combina con una sustancia C formando un compuesto
de alta energia A ~ C, que nosteriormente se fosforila (C ~P) y transficre

el fosfato al ADP para formar ATP,

AXL, + B + C P o A~ C + BH, (1)
A~vC + P — C~P + A (2)
C~P +  AD® = ATP + C (3)

La éisponibilidad ée C para la rcaccién (1) constituye la base del
mecanismo de control respiratorio, El contirol resyirztorio es una res—
ruesta revercible de la velocidad respiratoris de la mitocondria, incu-
bada en precsencia de sustrazto oxicable y oxfgeno, 2 la disponibilidad
de Pi y ADP (Cuance, 1959; Slater y Hililsmenn, 1959). En presencia de Pi
y ADP la velocidadde resriracidén es alta, y en ausencia de alguno de los
dos & de ambos es baja. Se cree que esto se debe a que en ausencia de Pi
y/é ADP se acumula el intermediario A~~ C inhibiéndose por lo tanto la
reaccibén (1), y la respirecién estarfa entonces limitada por la veloci-
dad de hidrdlisis de A~v C, La existencia de los conmpuestos de alta
energia no ha podido ser comprodbada. Se supone que este acople se pro~

duce en tres lugares de la cadena respiratoria, indicados en la Figura 1,
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Semin 1la tooriz quimiosmdtica propuesta por Mitchell (Xitchell,
19663 Pullmzn y Schatz, 1967) ol paso primerio en el proceso ¢e ncorla-
mionto es la tronslocacidn de protonss a través 4z la meabrana acoplanie,
Como tardifn se rostula gue esta nentrana es impermesble o loz iones en
general, no sélo se rroduce un gradiente en la corcentracidn de rrotonas
sino también un ¢radiente eléctrico, gensréndose de esta msncra un poten—
cial electroquimico, En presencia de LDP y Pi’ la. energia lihre del po-
tencial electroquimico craado por el flujo.de electrones a -través de la
cadena respiratoria es utilizédo rara sintétizar ATP, por medio de una
ATPasa vectorialmente localizada en la membrana acoplante. En ausencia

de AD? y Pi el potencial electroquimico no disipado controla el flujo

de elecirones, estableciendo el control respiratorio,.

La teorfa conformacional pfozuesta vor Boyer (Pullman y Schatz,
1967; Boyer, 1968) postula que la ensrgfa deriveda de la transferencia
dé electrones es conserveda como un'cambio conformacionzl de una enzime
respirétoria, que estarfa acorlado de alguna manera a una reaccidn de

fosforilacibn.

Independientementé del mecenismo involucrado, se puede considerzr a
la mitocondria como ypn aparato de transduccién de energfa, en el que el
flujo de electrones lleva a lo formacidn de un ccmsuesto de alta energia
6 estzdo energizado que'pﬁede Ser utilizado en la sfntesis de ATP, en
la translocacién de iones, en la transhidrogenacién entre piridin nuclebti-
dos, en la activacién de aminoZcidos para la sfntesis de proteina mitocon-
drial, en la antivaciSn de 4cidos grasos 6 en funciones mecanoquiﬁicas

(Lekninger, 19653 Pullman y Schatz, 1967; Lardy y Ferguson, 1969).,
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leneado con ¢l Tin do tratar de aclarar dos

o}

Nuestro trabajo ha sido

probleras,

Lz inform=zciln existente en la bitlilcegrafia con resrvecic a las propis-
dades de lzs mitocondrias cerebrales @urante ¢l perfodo de mzduracidn popt-
natal es contradictoriz, Las oblservaciones de Dahl y Samson (1959) sugle-
ren que el aumento de la caracicad oxidative del cerebro durante la madura~
cifn se debe a un mayor nidnero de ritocondrias y no & un aumento de la acti-
vidad enzimdtica por mitocondria, al mismo tiempo que la capacidad. de zco-
plar la fosforilacién con la oxidaci&n tendexrfa a2 disminuir con la edad,
Por el contrario, los resultados de Milstein y col, (1968) sugieren que
tanto la capacidad oiidativa cono la fosforil&nte, expresada en base al
céﬁtenido rroteico mitocondrial, aumenta con la edad, Por lo tanto, para
tratar de comprender los cambilos que ocurren en las mitocondrias cerebra-
les durente la maduracidn se estudidron sus propiedades metabSlicas duran—
te los primeros estadfos del desarrollo postnatzl, una vez obtenida una
preparacién mitocondrial fuertemente acoplada y gsmsatisfactorio grado de

pureza,

El sezundo problema que hemos tratzado de aclarar se relaciona con el
efecto de la tiroidegtomia neonatal sobre las propiedades de las mitocon-
drias cerebrales., Los trabajos de Eanmburgh y Flermer (1952), Fasquini y
cok, (1967) y Garcia Argiz y col. (1967) han demostrado que la actividad
de enzimas mitocondriales como succiﬁato dehidrogenasa, aspartato amino-
transferasa y GABA transaminasa, medida en ﬁgmogeinizado de corteza cere-—
bral, es notablemente afectada por la tiroidsctomfa neonatal., Esto ha
planteado la duda si la disminufda actividad de las enzimas mitocondrizles
se debe a un defecto cualitativo en la Tormacidn dé las mitocondrias 6 a
una disminucién del nimero de estos organoides sin cambios arparentes en su

\
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IT. YATERTAL Y METOLDOS
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Anirzles utilizzdos

Bn todos losg exyerimentos se utilizaron ratzs de la cepa Vistar cria-
das en el ivero de eante ladoratorio, utilizando el método de continuo

"imbreeding" con el fin de eviiar incoavenienies de orden gendtico,

En todos los casos cada madre conservd 8 crfas; 8stas se separaron de
la madre al 2Cmo dfa de vida; la alimentacién posterior consistié en una

dieta sintética (Forramez, Molinos Rio de la Plata) y sgua ad libitum,

Para estudiar los cambios durante la maduraciédn normal se utilizaron

animales entre 5 y 30 dfas de edad, con intervalos de 5 dias,

Pa;a estudiar los efectos de hipotiroidismo neonatal sobre las propie-
dades de las mitooondrias cerebralgs todos los animales de una camada fue-
ron inyectados por via intraveritoneal con 100‘pC de 1131 libre de porta-
dor, dentro de las cuatro primeras h;ras de vida, segin la técnica de
Goldberg y Chaikoff (1949). Se descarts la tiroidectoﬁia quirdrgica ya que,
ademds de no ser de f4cil realizacién en la rata recién nacida, va.acompa—
Tfizda de paratiroidectomfa, También se deseché el uso del tiouracilo rara
producir el hipotiroicsmo, rues esta dioga presenta marcados efectos ex--
tratiroideos, tanto egwla utilizacidn periférica de las hormonzs tiroldees

(Escobtar del Rey y Morreale do Eacobar, 1961) como en ol metabolitmo da las

proteinas hepfticas (Yatvin y col., 1964).

Se inyeotaron todas las crfas de una camada y se usé como control
otra czmada sin inyectar, debldo a que cuando se inyecta solamente la
mitad de la oamada la competencia por la alimentacién materna es desven~
tajosa para los animales inyectados con respecto a los controles, produ—
ciéndose de esta manera un porcentaje muicho més alto de mortalldad. Por
otra parte, la elipinaciGn biolbgioca del iodo radiocactivo por la orine

podrfa producir complicaciones en los controles, Cada madre de ratas

4
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inyectadas fué ell z6a del vlantel una vez Tinelizada la lactanciza,

Para verificzr la destruccidn de la tiroides se rc2lizd una orusha
de captacibn scgin el método de Geel y Timiras (1967a), en una 6 dos

ratas do las cauadas inyectadas y controles, 2 los 30 dizs de edad.

Se inyeotafo; intraperitonealmente 10 uC do :[13.L a lag 20 horas se
nidid la radizctividzd en un trozo de tejido de la zonz correspondients
a la tiroides y en una masa similar de misculo ée muslo, en un contador
de pozo, Se determind la relacidn entre la cavtacidn en la tiroides y
en el misculo de muslo; si esta relacidn era menor que 2 se consideraba
un grado satisfactorio de hipotiroidismo y la camada era utilizada. En

las ratas norncles se obtenfa una relacidén de 150-300,

Se compararon las vropiecdades de las mitocondrias aisladas de ratas
normales y radiotiroidectomizacdas en el momento del nacimiento, 2 los 30

dfias de edad,

Obtencidén de la fraccibn mitocondrial

Las mitocondrias de cerebro de rata fueron obtenidas segin el método

descripto por Levtrud ¥

<

Zelcnder (1962).

Todas las operaciones se realizaron a 0°-4°C; segun la od2d se usaron
gruros de 3-50 ratas en cada fracoionAmiento. Las ;atas se sacrificaron
por decapitacién y }os cercbros se sacaron répidamente (en aproximadanente
40 segundos),—se—%a;aron con una solucién frfa de sacarosa 0.44 l, se eli-
miné el exceso de liguido y se pesaron. El tejido se corté en pequefios
trozos y se homogeinizé con 5 volumenes de sacarosa 0,44 M en un homogei-
nizador Potter;Elvehjem, constitufdo por un tubo dé vidrio y un émbolo 2o
teflon, con una luz de 0.25 mm, El homogeinizado se dlluyé al 10 % (p/v;
con sacarosa 0,44 M obteniéndose asi el homogeinizado inicial (H.T.) que

se fraccioné sezin se indica en la Figura 2. Luego de cada centrifugacién



FIGURA 2

Esquema del método de fraccionamiento utilizado para

la obtencién de las fracciones MP y TSM

hemogeinisado de geredro
(8.1.)

2100 x g 10 min,

sedimento

risulp«ndxdo en
sacarosa 0,44 M
2100 x g 10 min.

LI
sedimento sobrenadante
descartado 14500 x g 15 nin,

|
sedimento sobrenadante
desocartado

b

resuspendido en
sacarosa 0.44 X
7000 x g 15 min,

sedimento

resuspendido en
sacarosa 0.22 M
7000 x g 15 min.

uedimento

resuspendido en
sacaross 0,22 M
7000 x g 15 min.

sedimento sobrenadante
» 14500 x g 15 min,

|
ledannto sobrenadante
o desocartado
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gque s8lo quedd el residuo marrdn fu
duo sa rasuspendid en szcarosa 0,22 M y se rehomogeinizd a muno; obtenidéne

dose de esta menera la fraccién dés mitocondrins purificades (LiP) utiliza~

o

da en los estudiosz de los canbios durante la maduracidn normal y ds los
SN
efectos d=l hipotiroidisxmo sobre las proviedadzss de las mitocondrias,

FPosforilacidn oxidativa

El consumo de oxfigeno se midid manométricamente on un apafato de
Warburg (Umbreit y col., 1957; Slater, 1967). Se utilizaron vasos de
5 mly el volumen final del medio de incubacién fué 1.25 ml y la composi-
cién del medio para medir el consumo de oxigeno en el estado 4 fué la si-
guiente: ClK 50 mi, SO4Mg 6.5 rif, EDTA 2 mll, Fa 10 oM, buffer fosfato
FH 7.4 13.5 mll, albimina cristalina bovina 2 mg/ml, sustrato oxidable
13 md (cuando se usé piruvato é L-glutzmato, se agregd L-ma2lato 1.3 mi),
suspensidn mitocondrial 0.5 mg de proteina/ml (excepto en las preparacio-
nes mitocondriales provenientes de ratas de 5 dias, en.que se usé una
concentracién de 1,0 mg/ml), sacarosa en cantidad suficdente como para
"obtener una osmolaridad final de 0,22 i, Para medir el consumo de oxf- b
geno en el estado 3, el medio Ge incubacibén también contenfa ATP 1 oed,
glucosa 28 mi; hexoquinasa (ATP: d-hexosa 6-fosfotransferasa, EC 2,7.1.1.;
Sigma Tipo III) 0,12 mg/ml. En ambos casos el vaso central contenfa
0.1 ml de una solucidn de XOZ 20 4, La suspensién mitocondrial utilizada

provenfia de una preparacidn recién obtenida,
SRl

Cada exrerimento consistié en determinaciones por duplicado de cada

una de las dos_condiciones: en presencia de aceptor de fosfato (estado 3)y

en su ausencia (estado 4)., Las incubacionés se realizaron en atmésfera de
aire, a2 37°C; luego de 5 minutos de equilibracién, se incub$§ durante

15 minutos, perfodo durante el cual se mantuvieron lineales tanto el
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'y

conzumo de oximeno como el de fcefato inorgéniso, Luesro de la incubzeibn
se azrend répidamwente 0.25 nl de &cido tricloroucitico TO % 2 0°C a2 log
vacos que contenfen mitocondrias en el estsdo 33 ss dejé a 0°C durante
15 minutos aproximadaments, 82 centrifuzd y en ol sobreradante se deter—
niné fosfato inorgérico segin el mbtodo de FPiske y Subdarow (1925),.

El consumo de fosfato inorgénico se midid por Giferencia enire el pre-

sente a tiempo cero y el remanents al final de la incubacién (Slater,

1967).

El consumo de oxfgeno so expres$ en picrodtomos de oxigeno/h/mg de
protefna mitocondrizal y el consvmo de fosfato inorgfnico en micromoles

de fosfato inorgénico/h/mg de prqteina mitocondrial.

La relacién P/O,-que expresa el rendimiento de la fosforilacién
oxidativa (Slater, 1966 y 1967), se determiné calculendo el cooiente

entre el consumo de fosfato inorgénico y el de ozfgeno,

El control respiratorio (C.R ), que os una medida del grado de aco—
plamlento entre el transporue de.electrones y la fosforilaoibn (Chance,
19593 Slater y Hiilsmann, 1959), se determind calculando la relacidén en-
tro el consumo de oxigeno en presencia de aceptor (estado 3) y el core

sumo de oxfgeno sin aceptor (estado 4).

Actividad de succireto dehidrogsnssa

_ La actividad de succinato debldrogenasa (SDH) fué medlda espectro—
fotom8tricamente segin el método de Slater y Bornmer (1952) modificado
por De Robertis y col. (1962), El medio de incubacién consistié en:.
succinato da sodio 22 mli, ferriclanuro de pota51o 1,1 mJ, cianuro de
pota31o 11 m¥, buffer fosfato pH 7 24 31.5 mM, 0.8-1,3 mg deproteina
de H.T. § 0,2~0,5 mg de proteina de suspensién mitocondrialy volumen
final 2,7 ml, Se incub$ 10 minutos a 37°C, se paré la reaccibn mediante
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el agregado de 2 ml de Zcido tricloroacético 35 %, se centrifugd y luego
se midid la absorbancia a 420 o en un espoctrofotémetro Beckman IU,

Se calculé la diferencia entre la absorbancia me&ida a tiempo cero y.al
final de la incubacidn., Se definié una unidad como la cantidad de enzima

que produce una disminucién en la absorbancia de 0,100 por minmato a 37°C.

La actividad especf{fica de la enzima se expresd en unidades/h/mg de
protefna y la actividad total en unidades/h/gramo de tejido fresco ori-

ginal,

Actividad de acetilcolincesterasa

La actividad de acetilcolinesterasa (AcE) fué determinada segin el
método de Augustinsson (1957), modificado por De Robertis y col., (1962),
La actividad de la enzima se expresé en micromoles de acetilcolina hi-

drolizada por hora.,

Determinacién de ubiguinona

Solventes utilizados:

El etanol fué purificado segiin el método indicado por Redfearn
(1967): se calentd a reflujo durante una hora en presencia de zinc en
polvo (20 g/litro) y KOH (40 g/litro), y luego se destilé, La purifi-
cacién del metanol se realizé por calentamiento a reflujo durante una
hora en presencia de 4cido oxdlico y posterior destilacién., E1 &ter
de petréleo (G.A., punto de ebullicién 40°-60°C, Merck) no contenfa can-—

tidades apreciables de benceno y por lo tanto fué utilizado sin destilar,

La extraccidén y determinacién de ubiquinona se realizéd segin el
método descripto por Redfecarn (1967), que consiste en los siguientes

pasos: a) extraccidén de los lfpidos con &ter de petréleo; b) elimine~
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cién de los lfnidos interferenies por pariticidn del extracto enire éteor
de petrbleo y metancl y c¢) detarminzeibdn csrecirofotondirica de la ubi-

Quinona,

Fn las ratas de 20 a 90 dfas se exirajsron 9 a 13 nrg de protelna
mitocondrialy en caxbio en lasg ratas mis jbévoncs se debicron utilizar
cantidades mzyores™(15 a 30 rz de proteina) para poder exrtraer cantida—

des medibles de ubiguinonz,

Una alfcuota de suspensién mitocond=»ial (1 a 2 wl) contcniendo 9
a 15 mg de protefna/nl se colocs en un tubo de centri{fuga de 10 rl de
capacidad con tapa de vidrio esmarilada ¥y se agregaron 2 nl de mstanol
¥y 2,5 ml de 6ter de_petréleo. Lz suspensién se agitb mescinicamente du-
rante un minuto con el fin de extraer la ubiquinora, Se centrifugs a
1500 rpm 5 minutos y la cépa-etérea superior se pas§ a otro tubo simi-
lar, L2 suspensién mitocondrial desnaturzalizada se extrajo nuevanente
con 1,5 ml de 8ter de petrbleo, Loé extractos etérsos reunidos se tra-
taron con 1 ml de metanol: agua (95:5), se agité ﬁn minuto y luego se
ceﬁtrifug&. La capa superior etérea fué evaporada a 40°C, a presidn re~
ducida, Bl residuo se disolvif en' 1 nl de etarol espcctrofotornfirica-
mente puro y se centrifugbd a 10000 rpym 15 nminutos con el fin de separar
partfculas insolubles que rudieraen altcrar el espectro. Bn el sotrena~
dente se determind el espectro de absorcién en la zona de 230-320 IR,
en un espectfofotémetro_geiss Py IX., Luego se agregd en la misma cuba
3 pml de solucidén de borohidruro de potasio en KOH O,l N (50 mg borohi-
druro/ml)'preparado en el momento de ser usado y 3 pl de 4cido acético
1 N, Ura vez que hubo cesado el desprendimiento de burbujas de hidrégeno
se detérminé nuevamente 6l espectro de absorcién entré 230-320 T, la
presencia de ubiquinona se reveld por la_desaparicién del mdxzimo de ab-

sorcién a 275 mn (ubiquinona) y su desplazamiento a 290 mn (ubiquinol)
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(Pumrhrey y Redfearn, 19G0),

Lz concentracidn de ubiqulacna se calculd considersndo la dizminucibn
en la absortancia a 275 Ry utilizando el coeficienta de eztincidn mole~
cular para\la diferencia en la absorcién entre las formas oxidada y redu=

) = 12,25 i cm."1 (Rodfearn, 1967).

cida de la ubiquinona (E,O -~ £ 275

X rod

Los niveles de ubiquinona se expresaron en milimicromoles/mg de pro-

tefna mitocondrial,

Detorminacién de citocroros

Para determinar los niveles de citoéromos se utilizéd un esveotrofo~
témetro de doble haz, diseiado por Britton Chance (1954; 1957) construfdo
en la Jobnson Foundation, Philadelphia, Pennsylvania, Este aparato per-
ﬁite registrar, en funcibén de la longitud de onda, la diferencia entre
las densidades Spticas de dos suspensiones mitocondriales que difieren
en su estado metabbdlico, Como consecuencia de su gran sensibtilidad ver~
mite determinar el esvectro diferencial debido a pequenos cambios en
la absorcibn, sin interferencia de otras sustancizs presentes que absor—

ban fuertemente en esa misma zora del especiro.

Se detsrminé el espectro diforencial entre los estados oxidado y
reducido de los citocromos (Chance y Villiama, 19553 Chance, 1$57).

Para la dejﬁéminaciGn de los citocromos ¢ + S
contenfan: buffer fosfato pH 7,4.10 mi, sacarosa 0,22 M y'suspensiéﬂ
mitocondrial 1,5-3 mg de protefna/ml, Se trazaba la 1lfnea de base y

¥y a, ambas cubas

luego se agfégaba a una de ellas succinato de petasio 10 mMj una vesz
producida la anaerobiosis se registraba el espectro diferencial, El
citocromo b se determiné de uLa menera similar, éxceptd que Jjunto con
el succinato se agreg antimicina A (Sigma Chem, Co., Tipo III) en

una concentracién final de 0,44 pg/ml; la protefna mitocondrial fué
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do 3-4 mg/ml. Les determinzciones se realizaron a 20°-~22°C.

Cada experimento consistid en determiraclioncs vor duvlicado; se
utilizaron 3-4 rreparaciones mitocondrisles vara czdz edad, Los nive-
les do citocromos obhtenidos fuercn los misnos en preparacioneg nito-

condriales frescas 6 congeladzas,

Los coeficientes de extincién milimolar y los pares de longitud
de onda utilizados fueron: 24 para el citocromo a (605~630 mu) (ven
Gelder, 1966); 19,1 para los citocromo; e o (551~540 mp) (Crance,
1957) y 20 para citocromo b (563-573 qﬁ) (Chance y Williams, 1935);

Los resultados se expresaron en milimlcromecles de citocromo/mg

de rrotefna mitocondrial,

Determinacidén gg_pgpteinAS'

Las proteinas se determinaron segin el método descripto por Lowry

y col, (1951), usando seroalhimina bovina cristalizada como standard,

Microscopia electrénica

Las fracciones particuladas fueron fijadas en uné solucién do glu-
taraldehfdo 3 % en buffer fosfato 0.1 M.pﬁ Te3 y luego en tetrébxido de
osmio 1.5 % en buffer, segin el método de Sabatini y col, (1963)° Antes
de la deshidratacidn, fueron sumergidss en acetato de uxranilo 2.cu0S0
? % durante 150 minutog_y luego inclufdas en Epon 812, Fueron secciona-
das con un ultramicrétomo LXB y se montaron en grillas de cobre, Los
cortes se trataron con citrato de plomo segin la técnica de Reynolds
(1963) y fueron observados bajo.un microscopio electrénico Siemens

———

Elmiskop I,



28

ITT- CARACTERISTICAS !ETABCLICAS DE LA FRACCIGH

LOITOCONDRTAL DE CEZREERO DS RATA

Abood y col. (1952) y Brody y Bain (1952) fueron los primeros en
estudiar las caraoteristicas metabSlicas de las mitocondrias cerebrales,
y con tal fin adaptaron para su aislamiento las técnicas convencionales
de centrifuzgacién diferencial, originalmente desarrolladas para el eisle-
miento de las mitocondrias hepditicas, Observaron que para obtener un
buen rendimiento era necesario utilizar mayores fuerzas gravitacionales
que las necesarias para sedimentar las mitocondrias de hfgado, entre
10000 y 20000 x g. Sin embargo, fué demostrado por De Robertis y col.
(1961) que la fraccién mitocondrial obitenida de esta manera presentaba
una notable heterogeneidad en cuanto a su composicibn; ademis de mito-
condrias, contenfa fragmentos de mielina y terminales sindpticos. Uti-
lizando gradientes de densidad en base a soluciones de sacarosa, De
Robertis y col. (1962) lograron separar los distintos organoides que se
enoontraban en la fraccién mitocondrial oruda, obteniendo una fraccién

constitufda exclusivamente por mitocondrizs libres.

Cuando intentsmos estudiar las propiedades de la fraccién mitocondrial
obtenida por este m&todo, obtuvimos my bajos valores de relaoién P/O y
de C.R,, 10 que indicaba que esta preparaocién, a pesar de su alto grado
de pureza, estaba deteriorada desde el punto de vista funcional., Esto
era de esperar, ya que las microfotografias electrénicas presentadas por
De Rovertis y col, (1962) muestran que las mitocondrias aisladas por este
método presentan un alto grado de hinchamiento y clerto deterioro en sus
orestas. Por lo tanto, el método de separacién de las mitocondrias por
medio de gradientes de sacarosa no fué oonsiderado de utilidad para nmues-

tros fines.
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Diversos autores intentaron mejorar la purificacién de las mito~
condrias de ceredbro sin altierar sus propiedzdes metabblicas (L¢vtrup
y Zelander, 19523 Jdbsis, 1963; Stahl y col.,, 19633 Ozawa y col,.,
1966). Dado que el método propuesto por Lgvirup y Zelander (1962) dis
resultados satisfactorios, fuf el que se adopté para la obtencién de la
fraccién mitocondrial utilizada en nuestro trabajo, La observacién al
microscopio electrénico de la fraccién de mitocondrias purificadas (MP)
obtenida por este método, mostré que el grado de purificacién alcanzado
era muy buenoj la preparacién no contenfa fragmentos de mielina y la
oontaminacién con terminales sinépticos era baja., Ademds, las mitocon-
drias no presentaban hinchamiento y se encontraban en el estado de con

formacién condensada, segdn fuera definido por Hackenbrook (1968) (ver

Figura 6).

Para estudiar bioquimicamente el grado de purificaoidén alcanzado
oon este método de aislamientq se compararon las actividades de dos
enzimas en la fraocién de mitooondrizs crudas y en la de mitocondrias
purificadas, Se eligié a la STH, que es un constituyente exclusivo de
las membranas mitocondriales (Green y Maclennan, 1967), como marcador
de las mitooondrias y a 1la AcE como marcador de los terminales sindp-
ticos (De BRobertis y col., 1962), La Figura 3A muestra que por el pro—
oedimiento de purificacién utilizado en este trabajo, el poreoentaje-de
la aotividad de SDH recuperado disminuye del 73 %4 del H.T. en MC &

14 4 en MP, Si bien estos resultados indican una pérdida importante de
mitooondrias por el proceso de purificaocibén, ya que el porcentaje de
aotividad de STH disminuye aproximadamente 5 veces, es de interés sefia-
lar que el porcentaje de la aotividad recuperada de AcE dismimuyé 10
veoes por la purificaoién de las MC, El grado de purificacién alcanzado
estd indicado por los cambios de las A.E.R.de ambas enzimas, ocomo se
muestra en la Figura 3B, donde puede observarse que mientras la A.E.R,

de SDH aumenta 2 veces por la purifiocacién, la de AcE disminuye aproxi-



FIGURA 3

Actividad de SDH y AcE durante la purificacidn de las mitocondrias
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Los resultados son las medias de 3 experimentos utilizando cerebro
de ratas de 30 dfas de edad., La determinacién de SDH y AcE se rea-
1iz6 segin se indicé en Material y Métodos, MC: fraccidén de mito-
condrias crudas, sedimentada a 14500 x g 15 min,y MP: fraccidn de
mitocondrias purificadas, sedimentada a 7000 x g 15 min, (ver Fia
gura 2), % HT: por ciento de la actividad enzim4dtica del homogei-
nizado inicial recuperada en las fracciones MC y MP, AER: activi-

dad especifica relativa.
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madamonts a la mitagd.

Estos resultados confirmaron los obtenidos por la observacién al
mioroscopio eleotrdéniocoy por lo tanto, dado el grado satisfactorio de
pureza alocanzado, 56 deocidid estudiar el estado metabdlico de las mi-
tooondrias as{ obtenidas.,

En la Tabla I puede observarse que cuando las MP fueron incuba=
das oon piruvato + L-malato como sustrato oxidadble, si bien los va-
lores de P/O fueron satisfactorios, los de C.R, fueron bajos, El
agregado de albimina al medio de incubaocién no produjo modificacio-
nes en la relacién P/0, pero sf un oonsiderable aumento en el C.R,
Este efecto, que se debis a una disminuolén del consumo de oxfgeno en
el estado 4, suglere la presencia de desacoplantes en la preparaoién

nmitoocondrial,

En la Figura 4 se moestran los resultados obtenidos cuando se
estudié el efeoto de la oonocentraoién de protefna mitocondrial sobre
la fosforilaocién oxidativa, manteniendo comstante la oonocentracién
de albimina y utilizando piruvato + L-malato como sustrato oxidadle,
En estas condiciones, tanto el consumo de oxfgeno ocomo la esterifi-
oaoién de P1 aumentaron linealmente hasta una concentraoién de pro-
tofna mitocondrial de 0.6 mg/ml, no manteniéndose la linealidad
_ Para oonocentraciones mayores, Estos resultados eugleren que al au~-
mentar la concentracién de mitoocondrias en el medio de incubaoién,
al miemo tiempo se inorementa la ooncentraocién de los agentes inhi-
bidores y desacoplantes que las mismas oconilenen, superando la oapa-

oidad de la albtimina para fijarlos a ooncentraciones de proteina
mitocondrial mayores de 0,6 mg/ml,

En la Figura 5 se pueden observar los resultados obtenidos
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TABLA T

Efecto del agresado de albimina sobre la fosforilacién oxidativa

SAB consumo de oxfaeno C.R. 1:740)
estado 3 estado 4

- 8.4 4.2 2.0 3.1
Exp, I

+ 8.7 106 5.4 3,0

- 9.3 4.2 2,2 2.8
Exp. 1T

+ 10,2 2,0 501 2.7

Los resultados son las medias de determinaciones por duvlicado en
cada experimento, utilizando una fraccién MP recién obtenida de
cerebro de ratas de 30 dfas de edad, La composicién del medio de
incubacién conteniendo piruvato + L-malato como sustrato es la in-
dicada en laterial y M&todosj se utilizé una concentracién de pro-
tefna mitocondrial de 0.4 mg/ml. Cuando se agreg8 SAB la concentra~
cién fué de 2 mg/ml. El consumo de ox{geno se expresd en microfto—

mos/h/mg protefna mitocondrial,



FIGURA 4

Fosforilacién oxidativa en funcién de la

concentracién de protefna mitocondrial
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Los resultados son las medias de 3 experimentos individuales con
fraccién MP obtenida de ratas de 60=70 dfas de edad. El medio de
incubacién, contenilendo piruvato+l-malato, es el indicado en Ma-
terial y M&todos.

e—e 3 consumo de oxIigeno en el estado 3

0--0 ; consumo de fosfato inorgdnico
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FIGURA

Consumo de oxfzeno en funcién del tiempo de incubacién
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Resultados obtenidos en 3 experimentos individuzles utilizando la
fraccién MP obtenida de ratas de 30 dfas de edad, El medio de in-
cubacién conteniendo piruvato+l-malato, segin se indicé en Mate-
rial y Métodos; la concentracién de protefna mitocondrial fué de
0.5 mg/ml.

o—e ; consumo de oxigeno en el estado 3

0-=-0 3 consumo de ox{geno en el estado 4
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ouando se ostudié el consumo do oxigeno en fumoibén del tiempo de
incutacién. En estos experimentos, on los que se utilizd piruvato
+ L-malato ccmo sustrato, tanto la concentracién de alhimina oomo
la de proteina mitooondrial ae mantuvieron constantes, In estas oon-
dioiones, el oonsumo de ox{geno en los estados 3 y 4 se mantuvo
lineal hasta los 20 minutos de inoubzoidény a tiempos mayores el oon-
sumo de ox{geno en ol estado 3 dismimiy8§ mientras que en 8l estado 4
aumenté, produciéndose as{ una notable dismimioién en el C.R. (a los
15 mimitos el C,R, fuéd de 4,2 mientras que a los 30 mimutos dismi-
nuyé a 2,9). Eatos resultados son similares a los observados por
Ozawa y ool. (1966, 1967b) cuando agregaron inhibidores endSgencs u
oleato al medio de incubaocién, Por lo tanto, éuestros resultados per-
miten suponer que también durante la incubacién se producen agentes
desaooplantes & una velocidad tal que a tiempos mayores de 20 minu-
tos ya superan la capaoidad de fija0ién de la albtiimina presente.

Se estudiaron los efectos de la fraooién‘TSM, qus oontiene ter-
minales sindpticos y fragmentos de mielina, ademis de mitooondrias,
sobre 1a fosforilacién oxidativa., La Tadla II muestra que el agregado
de la fracoién T3, en una oconcentracién de protefna aproximadamente
el triple de la de MP, produjo una disminucién del 20 % en la relaoién
P/0 y un desoenso en el C.R, ain més marcado, 37 %3 cuando la relacién
de la oconcentraoién de proteina de TSM a MP en el medio de incubasién
fué aproximadamente 7, la relacién P/0 disminuyé 40 % del wvalor odte-
nido en ausenoia de TSM mientras que el C.R, descendi$ 65 %. BEstos
resultados indiocan la presencia de inhididores y desacoplantes en la
fracoién TSH,

La eficiencia metabblioa de la preparacién de MP fué oconfirmada
ouando se estudié la fosforilaoidn oxidativa utilizando otros sustratos
oxidables, sexin se puede observar en la Tadla III, Los valores de con-
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TABLA TII

Efecto del asregado de la fraccibdn TSM sobre la fosforilacién oxidativa

UASH consumo ds oxfzeno consumo

mg prot./ml estado 3 estado 4 de Py P/0 C.R.
0 12,9 2.8 38.6 3.0 4.6
1.3 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 duvlicado., Se utili-
zaron fracciones WP y TSM recién preparadas, de cerebro de rata de 30
dfas de edad, Fraccionamiento y medio de incubacién segin se indicé en
Material y Métodos, Sustrato utilizado y concentracién de protef{na mito-
condrial, segiin se indicé en Tabla I, Bl consumo de oxigeno se express

en microétomos/h/mg protefna y el de P, en micromoles/h/mg proteina,

i
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TABLA ITT

Fosforllacidn oxidativa en oresencia de diferentes suatrztos

R e
succigato 12 8 21 1.8 1.5
ﬁ::f::g omn 2,2 32 2.9 5.0
L'gi;:i‘::lw * 8.2 1.3 23 2.8 6.3
"’ﬁ:t‘fzzg‘ 2.4 1.8 4.7 2.0 1.3

Los resultados son las medias de 3~4 experimentos individuzles., Se utilizé
la fraccién MP recién obtenida de cerebro de ratas de 60-70 dfas de edad.
La composicién del medio de incubacién y la concentracién de sustratos
segin se indicé en Material y Métodos. E1l consumo de oxfgeno se expresd

en microitomos/h/mg protefna y el de Py en micromoles/h/mg protefna.
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sumo de oxfgeno y de P, fueron semejantes a los obtenidos por otiros

i
investigadores (Tflazs y col., 1963; Livtrup y Svennerkolm, 1953)y
los valores szatiefaotorios de P/O y C.R. indican que eata prepara-
oién mitoceondrial se sncusntra fuertomente acoplada en las condiciones

f£1jadas para su inoubacién,

Discusién

Los resultados que terminamos de presentar demuestran que cuando
g6 intentan estudiar las propiedades de las mitooondrias cerebrales
se deben tener en ouenta las precauociones necesarias para obtener una
preparecién con minimo grado de contaminaocidén y 6ptima actividad me-
tab8lica, Los resultados obtenidos en nuestros experimentos relacio-
nados oon la observacién al mioroscopio eleotrénico, las actividades
enzinftiozs y los valores de P/O y C.R, odtenidos en las condiciones
anteriormente especificadas, demuestran que la preparacién obtenida
por el método de Lfvirup y Zelander (1962) ocumple oon los requisitos

menoionados,

Sin embargg debe destaoarse que para obtener esta preparacién
se debe saorificar el rendimiento, ya que se pilerden cantidades sig-
nificativas de mitooondrias durante la purificacién, Esto puede ver-
se olaramente en las miorofotograffas eleotrénicas de la fracoién TSN
(ver Figura 7), en la que se observan mitooondrias libres acompaiando
a los terminales sindpticos y a los fragmentos de mielina, La compa-
raoién de las miorofotograffas electrénicas de las fraocociones MP y
TSM (ver Figuras 6 y 7) sugiere que las mitocondries que se pierden
durante la purificacién son de menor tamafio que las presentes en la
fracoién NP, La pérdida de mitocondrias que ocurre durante la puri-
fica0ién también se refleja en la baja recuperacién de protefmas y
de la aotividad de STH, que son sélo el 3 4 del oontenido proteico
del H.T. y el 14 # de la aotividad hallada en el H.T., respectivamente,
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Nuestros resultados en relacién con la recurseracién de proteinas
y aotividad de SIH oonouerdsn oon los obtenidos por Stiahl y col,
(1963) en mitocondrias de cerebro bovine, rurificadas por un mé-
todo similar el utilizado en muesiro itrabajo, pero es mucho manor
que el obtenido en muestro laboratorio por Piras y ocol. (1970)

en mitooondrias aisladas por el método de gradientes de densidad
utilizado sacarosaj sin embargo, resultz de interds sefialar que
la actividad especifica de STH que hemos obtenido en ruestra pre-—
paracién de MP, es similar a la observada por Piras y col. (1970),
#i so comparan preparaoionss obtenidas de ceredbros de ratas de

30 dfas de edad.

Nuestros resultados muestran que cuando las MP se inocuban
en ausenoia de altimina, los valores de P/0 obtenidos son simila-
res a los tedéricos pero los de C.R, son significativamente bajosy
el agregado de elhimina aumenta considerablemente el C.R. sin mo=
difiocar el P/O. Ha sido demostrado que el efecto de la altinmina
ge debe a su oapacidad de unirse oon los doidos grasos lidres y
otros agentes desaocoplantos (Lebninger y Remmert, 19593 Helinsky
y Cooper, 19603 Wojtczak y WoJtcocak, 19603 Wojtczak y Lehninger,
19613 Chefurka, 1966), Por lo tanto, la altimina eliminarfa de
esta manera las sustancles desacoplantes presentes en el medio

de inocudbaoién,

Las experiencias de Usawa y col, (19663 1967a, b) demostra~
ron que la isquemia ocrebral post-mortem en la rata produce una
significativa formaoién endéSgene de productsca con ocaracteristioas
similares a las de los doidos grasocs, que presentan un maroado
efeoto inhibidor y desacoplante, Por otro lado, las observaciones
de Imnt (1967) demostraron que durante la homogeinizaocién del teji-
do ceredbral y su posterior frecoionamiento se liberan doidos gra-

sos que apareoen distribufdos en todas las fraocociones subcelula
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resj esta liberacién de 4cidos grasos durante el fraocionamiento no
se deberfa a una acocién enzimitioce sino a la liberacibén de &cidos
grasos no estorificados asociados con las diferentes membranas, Por
consiguiente, es 16zgico suponer que la fracoidn UP utilizada en
nuestras experiencias debs contener fcidos grasos libres en canti-
daed tal que manifiesten su efecto desacoplante, reflejado en el bajo
C.R. observado, que es el fndice mis sensidle de la integridad fun-
oional de las mitooondriasj el agregado de alhimina al medio de in=-
cubacién en una concentracién de 2 mg/ml es suficiente para neutra-

lizar tales efeotos,

quos observado gue %tanto el consumo de oxfgeno como el de Pi
fueron lineales hasta una ooncentraocién de protefna mitocondrizl

de 0.6 mg/ml (ver Figura 4)j esto sugiere que &l aumentar la oanti-
dad de inhibidores rresentes en las mitocondrias, se saturarfa la
oepacidad de la altmina para combinarse oon ellos, Sin embargo,
resulta interesante seilalar que en los casos en que se utilizaron
MP obtenidas de cerebros muy inmaduros (ratas de 5 dfas de edad),
lacoonoentracién de proteina mitocondrial pudo ser aumentada a

1.0 mg/ml 8in que se observaran efectos inhidbildores y desacoplan
tos, Esto nos peérmite suponer que tanto la formacién endSgena de

inhibidorea como su lideracidén durante los procesos de homogeini-
gaolén y fracoionamiento aumenta con la edad del animal,

También hemos observado que el consumo de oxfigeno en los esta~
dos 3 y 4 e8 lineal sélo durante los primeros 20 minutos de incu~
baoién (ver Figurae 5)j cuando los tiempos de inoubacién son mfs
largos se produce uns disminucién en el consumo de oxfgeno en el
estado 3 y un aumento en el estado 4, que tras como consecuencia
una disminucién del C.R. Este efecto, que es semejante al produ-
oido por oleato (Ozawa, 1967b) sugiere que durante la inocubacién
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so produce un sumento en la concentrecliin de los egenies inhibi-
dores y desacoplantes, Lunt (1967) ha obtservado que cuando ee in-
ocuban cortes de tejido cerebral a 37° C la cantidad de &cidos gra-
sos8 libres presentes es 9 wveces mayor que los hallados en el tejido
fresco, los que postoriormente aparecen distribuldos en todas las
fracciones subcelulares. Por otro lado, Chefurka y Dumas (1966)
observaron un aumento en los niveles de Acidos grasos libres duran-
te el "envejecimierto" de mitocondrias de hfgado de ratén, probadble-
mente por aocidén de una fosfolipasa mitocondrial, Estas observacio-
nes permiten suponer que durante la incubacién de las nmitocondrias
de cerebro se producen doidos grasos libres que explicarfan los re-

sul tados que acabamos de comentar,

Considoramos de suma importancia destaocar el marcado efecto
inhibidor y desacoplante de la fraooién TSU (ver Tabla II), ya que
esto es una olara demostracién de que la preparacién de mitocondrias
crudas no puede ser utilizada para el estudio de las propiedades me=

tabbliocas de estos organoides.

Ozawa y col., (1966) han demostrado que la fraccién de mitocon-
drias orudas oontiene inhibidores y desacoplantes, de ocaracter{sti-
oas semejantes a las de los £oidos grasos, que no se encuentran en
la fracolén de mitocondrias purificadas. Es probable que los 4cidos
grasos libres-presentes en'la fraccién MP sean distintos de los que
se enousentran en la fraccién TSM ya que los estudios de Lunt.(1967)
han demostrado que la coxmposicién de dcidos grasos libres en la
fracoién de mielina y terminales sindpticos es distinta de la encon-~
trada en mitooondrias. Teniendo en cuenta que Ckefurka y Dumas (1966)
han observado qus tanto la longitud de la cadena hidroocarbonada oomo
el nimero de dobles ligaduras modifican el cardoter desacoplante de
los &cidos grasos libres, podemos suponer que el efecto inhibidor y
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desacoplante de la fraccién TSM puede deberse a dos causss: 2) & un
efecto aditivo, aumentando la cantidad de 4cicdos grasos precentes
en la fraccién LP y b) a la presencia de algunos 4cidos grasos de
mayor efeoto desacoplants, que se encusntren en concentraciones

significativamente mzyores en la fracocién TS,

Pare finalizar, nuestros resultzdos demuestren oon olaridad que
la purificacidén de las mitocondrias es un requisito indispensable
para su utilizaocidén en estudios metsbdlicos y que la prepareocién de
mitocondrizs crudas no resulta dtil para nuestros fines, Por lo
tanto, hemos decidido utilizar en las experiencias que se incluyen
en los capftulos sipuientes muestra preparacién de MP, en las con=

diociones de inocubacién que han sido establecidas en este capftulo.
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Iv- CAMBIOS = LAS PROPINDADES DE LAS 1UITOCCOYTRIAS DI CERETER0

DE RATA DURANTE LA MATURACICH POSTNATAL

Utilizando la fraocidn mitocondrial LP, cuyzs caracterfstiocas fue-
ron presentadas en el oapftulo anterior, se realizd el eatudio de dife-
rentes propiedades mitoccondriales duresnte el parliodo do maduraescidén post-

natal,

Miorosconia eleotrénica

En la Figura 6 se pueden obsorvar les microfotografies electrénicas
de la fracciéan MP obtenida de cerebros de ratas ds 5 y 30 dfas, En ambas
edades, esta fracoién estaba constitufda principalmente por mitooondrias
libros, la mayorfa de las cuales se encontraban en la oonformacién conden-
sada, segin fuera definida por Hackenbrook (1968). El grado de contamina~
olén fué bajo y semejante en ambas edadess & los 5 dfas los contaminantes
fueron perfiles dendrfticos y prooesos neuronales, probablemente axones
en crecimiento, mientras al dfa 30 los ocontaminantes fueron terminales

sindpticos bien desarrollados.

En la Figura 7 se puedsn observer las fracolcanes TSHU aisladas de
oerebro de ratas de 5 y 30 dfes, En ambas edades la fraocién TSH oconte-
nfa mitooondrias libres, de menor tamafio que las observadas en la fracoién
MP, En las ratas de 5 dfas estaba constitufda principalmente por procesos
neuronales y perfiles derdrf{ticos, mientras que en las ratas de 30 dfas
se enocontraban principalmente fragmentos de mielina y tipicos terminales
sindptiocos.,

Contenido proteico

En la Tabla IV se pusden observar las variaciones en ol ocontenido

proteico de la fraccién MP durante la maduraoién. Desde el dfa 5 al 30



FICURA 6

Constitucién morfolSzica de la fraccién MP

A: microfotografia electrénica de la fraoccidén MP obtenida de ceredbro
de ratas de 5 dias de edad.,

B: microfotografifa electrénica de la fraccibén MP obtenida de cerebro
de ratas de 30 dfas de edad.

Aumento: 30000 =,

mis mitocondriass pn: procesos neuronalesj ts: terminales sindpticos,
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FIGURA 7

Consgtituciln morfoldzica ds la fraceidn TSM

A: microfotograffa electrénica de la fracoién TSM obtenida de cerebro
de ratas de 5 dfas de edad.

B: microfotografia elecirbnica de la fraceidn TSM obtenida de cerebro
de ratas de 30 dfas de edad.

Aumento: 30000 =x,

mi: mitocondrias; pn: procesos neuronales; ts: terminales sinfpticoss

m: mielins,
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TABLA IV

Cambios durante la maduracién en el contenido proteico dec la fraccion MP

EDAD ng/g tej. y,
(afas) fresco ~ H.T.
5 1.15 % 0.03 1.46 T 0.03
10 1.64 X 0.09 1.90 L 0.12
+ +
15 2,02 T 0.i4 1.98 2 0,13
20 2.60 % 0.19 2.36 ~ 0.16
+ +
25 3,58 = 0.29 2,97 - 0,22
30 4.04 X 0.16 3.32 2 0.14

Cada resultado es indicado como la media y su correspondiente E.S.
Se realizaron 5 a 7 experimentos para cada edad,
4% H.T.: por ciento del contenido proteico del homogeinizado inicial

recuperado en la fraccién LP.
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el contenldo proteico basado en el peso de tejido fresco original asumen-
t6 aproximadamente 4 veces, mientras que la cantidad recuperada con res-—

peoto al homogeinizado inicial aumentd aproximadaments 2 veces,

Actividad de SIH

En la Tadla V se pueds observar la actividad de SIH en las distine
tas edades., La actividad de SIH, expresada en base al peso de tejido
fresoo original, present$ un aunento de aproximadamente 5 veces entre
los 5 y 30 dfasy mientras que la- actividad espeoffica aumenté aproxi-
madamente 2 veoes, La recupereoién oon reapecto al H.T. no presents
importantes cambios, variando los valores entre 7 y 13 4 de la aotivie
dad encontrada en el H,T,

Fosforilaocién oxidativa

En los estudios de fosforilacién oxidativa durente la maduraoién
8o utilizaron como sustratos oxidables piruvato+l-malato y suoccinato,
Estos dos sustratos entran en distintos lugares de la cadena de trans-
porte de electrones (ver Figura 1), por lo tanto, los datos obtenidos
oon ambos sustratos podrian dar informaoién oomplementaria sobre los

procesos involuocrados durante la madurzoidn,

En la Figura 8 se pueden observar los cambios producidos en el
oconsumo de oxfgeno y de fosfato inorgdnico durante la maduracién,
ouande se utilisé suoccinato como sustrato oxidable, Ambos parémetros
sunentaron paralelamsente durante todo el perfodo estudiado. Se observé
un aumento de aproximadamente 2 veoces entre 5 y 30 dfas de edad,

En la Figura 9 se presentan los resultados obtenidos durante la
maduracién utilizando piruvato+l-malato como sustrato oxidable, En

este ocaso se observé un sumento de aproximadamente 3 veoces tanto en el
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Cambios en la actividad de SDH en la fraccién MNP durznte la meduracién

(ate0) Ve ol # BT, A.E.

5 0.58 ¥ 0,02 10,9 ¥ 0.9 0.57 + 0,03
10 1,07 ¥ 0,07 10,5 £ 0.9 0.72 ¥ 0,05
15 1.24 £ 0,13 7.1 ¥ 0.4 0.76 ¥ 0.04
20 2,16 L 0,20 11.0 £ 1,0 0,92 £ 0,02
25 3.10 £ 0,41 13.2 I 2.0 1,04 ¥ 0,05
30 3,16 £ 0,32 13.5 2 1.4 1,02 X 0,04

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

5 a 7 experimentos para cada edad, La actividad de SDH fué determinada

segin se indicé en iaterial y Métodos,

% H.T.: por ciento de la actividad enzimdtica presente en el homozeini-

zado inicial, recurerada en la fraccién MP,

A.E,: U/h/mg rrotefna mitocondrial.
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Cambios cduranta 1n- nzduracién en el consumo deo oxfgeno y ds

fosfato incrrénico utilizando succinato como sustrato oxidable
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Cada punto representa la media‘y la barra vertical el correspon-
diente E.S. de 5=~7 fraccionamientos para cada edad, La composi-
cién del medio de incubacién conteniendo succinato es la indi-
cada en la Tabla VI.

&—8 ; consumo de oxfgeno en el estado 3

0---0 ; gconsumo de fosfato inorginico
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Cambios durante la maduracién en el consuno de oxfgeno y de fosfato

inorgdnico utilizando piruvato+l~malato como sustrato oxidable
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Cada punto representa la media y la tarra vertical el correspon-
diente E.S. de 5-7 fraccionamientos para cada edad. La composi-
cién del medio de incubacién contenisndo piruvato+l—malato se-
gin se indicé en Material y Métodos.

&—@ : consumo de ox{geno en el estado 3

o---03 consuro de fosfato inorgdnico
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consumo de oxfgeno ocomo en el de fosfato inorgénico entrs los 5 y los
20 dfas de edad, mientras que entre los 20 y 30 dfas no ocurrieron

ocambios significativos; ambos parémetros aumentaron paralelamente,

En la Tabla VI ee prosentan los valores de P/O ¥y C.R, obtenidos
en las distintas edades, utilizando succinato como sustrato; mientras
que en la Tabla VII se rmestran los resultados obtenidos ocon piruvato+
L-malato. Se puede observar que oon ambos sustratos se obtuvieron valo-
res satisfaotorios de P/O y C.ﬁ. durante todo el perfodo de maduraoién
estudiadoj no se produjeron variaciones significativas entre las dis~

tintas edades,

Niveles de ubiquinons

En la Figura 10 se puede observar el espeotro de ubiquinona ex~
trafda de mitocondrias de cerebro de ratas de 15 dfas, En todas las
edades estudiadas se obtuvieron espeotros semejantes, A 275 m se
observa el pico de absoroiém correspondients a la ubiquinonaj luego
de la reducoién con borohidruro de potasio desaparece este pico y

aparece el correspondiente al ubiquinol a 250 mu.

El espeotro observado oon ubiquinona extraida de mitocondrias de
cerebro de rata es semejante al obtenido con ubiquinona extrafda de
preparaciones mitooondriales de diversos érganos (Crane ¥y ool., 19573
Pumphrey y Redfearn, 1960), Si bien la mayorfa de las especies contiene
un solo tipo de udbiquinona en sus tejidos, se ha encontrado en distin-
tos Srganos de rata (higado y corazén) una mezola de Q9-Q10 (Crane,
1965)3 por lo tanto, es probable que la ubiquinona extrafda de esta

preparaocién mitooondrial de oerebro sea una mezola de estos dos tipos

de ubiquinona,
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TABLA VT

Relacidn P./0 - C.R. utilizzando succinn%o como

sustrato oxidnble cdurenis la maduracién

- e

EDAD
P 0 C.Rl
(afas) /
+ +
5 1089 — 0.08 1.1 bd O.l
+ +
10 2,02 - 0,11 1.5 - 0,2
+ +
15 108!4 — 0.10 103 - 0.2
+ +
20 1.67 - 0004 1.2 - Ool
+ +
25 1.86 and 0.05 1.4 - 003
+ +
30 1.82 - 0009 1.5 — 0.2

Cada resultado es indicado como la media y su correspondiente E.S.

de 5 a 7 exverimentos para cada edad, Medio de incubacidén segin se

indicé en Uaterial y Métodos. La concentracién de protefna mitocon—
drial fué de 0.4 mg/ml, excepto en las experiencias en que se uti-

lizaron ratas de 5 d4fas, en que fué de 1,0 ng/ml.
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TABLA VII

Relacién P/0 » C.R, utilizando viruvato+l-zalato como

sustrato oxidable durants la maduracién

(dfas) P/0 C.R.

5 2.82 £ 0,08 5.5 = 1.5
10 2.90 X 0,07 6.2 % 0.7
15 2.90 X 0,07 6.6 X 0.8
20 2,92 £ 0,08 5.9 £ 0.5
25 2,94 T 0.10 5.7 = 1,3
30 2.81 2 0,08 4.8 0,5

Cada resultado es indicado como la media y su correspondiente E.S.
de 5 a 7 fraccionamientos para cada edad, Medio de incubacién con-
teniendo piruvato+l=malato y concentracién de protefna mitocondrial

segin se indicé en la Tabla VI,



FIGURA 10

Espsctro de ubiguinona extrafda de la fraccién LP
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La extraccién y determinacién de ubiquinona se realizé segin se
indic$ en Material y Métodos., En este experimento se utilizé una
cantidad de fraccién MP equivalente a 22,7 mg de protefna, prove-
niente de cerebro de ratas de 15 dfas de edad.

—2 ogpectro de udbiquinona

o ==a: @3pectro d_e ubiquinol, obtenido luego de la reduccién con

borohidrure de potasio
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.Los niveles de ubiquinona por mg de proteina nitooondrial aumene

taron de manera oonsidorable durante las prineras etapas de la madue
racién postnatal del corebro de rata, En la Figura 11l se puede obsere
var que la concentracién ds ubliquinona permanecié sin cambios durante
los primeros 10 dfas de vida postnatal, aumentando aproximadamente

2 voces entre los 10 y 20 dfas de edadj a loa 20 dfas ya se aloang-

ron los niveles observados en la rata adulte,

Hiveles de oitooromos

In la Figura 12 se puede observar el espeotro diferenocial entre
los estados oxidado y reduoido, obtenido oon una preparacidén mitoocon-
drial proveniente de ratas de 15 dfas, Fn todas las edades se obtu-
vieron espectros similares, La distribucién de los picos es semejante
a la observada por Chance (1957) en mitocondrias de hfgado y por
Sacktor y Packer (1962) en mitocondrias de cerebro. A 445 mu se ob-
serva la banda Y de los oitooromos & y 2y 8 551 mp la bande < de
los oitooromos o y 9,3 & 560 mpn el hombro del oitooromo by a 605 mn

1

la banda X de los oitooromos & y 23; & 465 m el pozo debido a la

desapariocién de la ﬂavoproteina oxidads,

La ocontribuoién de los oitooromos & y a2, al espeotro diferenoial
de preparaciones de oitoocromo oxidasa ha sido estudiada por diversos
autores (Yonetani, 1960; van Gelder y Slater, 19633 Tzagoloff y
I'h.ax:ton, 1965); cada uno de estos oitooromos contrituye 50 4 al es~
peotro diferencial a 445 ma, mientras que a 605 m el oitooromo &
oontribuye 81 %. En base a esto el pioco & 445 D1 BO pudo ser utili-
gado para la determinaocién del oitooromo _8_3, oontrariamente a lo que

fuera indioado por Chance (1957) y prara la determinacién del-oitooro-
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FIGURA 11

Cambios durz2nie la maduracién en los niveles de

ubiquinona en la fraccién WP
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Cada punto representa la media y la barra vertical el correspon-
diente E.S. de 2-3 experimentos para cada edad. La determinacién

de ubiquinona se realizé segin se indicé en Material y M&todos.
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FIGURA 12

Espectro diferencial de la fraccién MP

445
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Se utiliz6 una fraccién MP obtenida de cerebro de ratas de 15 dfas
de edad, El trazado del espectro diferencial se realizé segin se
indicé en Material y Métodos; ambas cubas contenfan 2,43 mg/ml de

protefna mitocondrial.
----- t 1fnea de base

: espectro diferencial, reducido menos oxidado,
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mo & se utilizé el pico a 605 rn.,

En la Flgura 13 s prosenta el espectro diferencisl obtenido en
pregencia do antimioina A, In estas condiciones sélo aperecen los pi-
cos oorrespondientes al oitocremo b: la banda ¥ a 432 cp y la bandadl
& 563 i (Chanoe, 1957)., Las caractorfsticas de este espeotro no sa

modificaron oon la edad.

Cuando los niveles de 1os diferentes oitooromos se expresaron
en base al contenido proteico de la preparacién mitocondrial, se
observé un esumento significativo durante los primeros 30 dfas de
vida postnatal., La velocidad de los osmbios gue ocurren durante es-
te perfodo no fueron igusles para todos los citocromos. Como se pue=
de observar en la Figura 14, el citocromo b no presenté cambios en=
tre los 5 y 15 dfas, aumenté de manera considerable entre 15 y 20
dfas, edad a la que ya se obtuvieron los niveles observados en las
preparaciones aisladas de cerebros de ratas adultas (90 dfas de
edad). El citocromo & presentd un aumento continuado entre loa 5 y
25 dfas, edad a la que alcanzd los niveles observados en el animal
adulto. Los oitocromos.g;ti%‘fuaron los que presentaron mayor velo-
oidad de aumento enire los 5 y 20 dfas, aloanzdndose & esta edad los
niveles del animal adulto, En general y a pesar de las diferencias
en la velooldad de camblos que ocurrieron entre 5 y 30 dias, la ocon=-
contraocidn de todos los oitocromos aumentd aproximadaments 2 veoes

durante este perfodo.

En la Tabla VIII se presentan las relzociones de los citooromos

0+01

desarrollo, Se puede observar que la relaoién oitocromos o + ol/oi-

¥ b con respecto al oltocromo &, en las distintas etapas del

tooromo a permaneoi$ aproximadamente oconstantes en cambio, la rela-
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FIGURA 13

Espootro diforencial do la fracoién HP, en presencia de antimioina
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Se utilizé una fraccién MP obtenida de cerebro de ratas de 15 dfas

de edad, El trazado del espectro diferencial, en presencia de anti-
mioina A, se realizé segin se indicé en Material y Métodoss ambas

cubas oontenfan 3,64 mg/ml de proteina mitoocondrial.
-~ t 1fnea de dbase

t espectro diferencial, reducido menos oxidado, en presencia

de antimioina A



FIGURA 14

Cambios durante la madurecién en los niveles de

citooromoe en la fraccidén NP
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Cada punto representa la media y la barra vertical el correspon=
diente E.S. de 3-4 experimentos individuales para cada edad, ex~
ocepto en los casos en que el E.S. no estf{ indiocado, que provie-

nen de un solo experimento. La determinacién de citocromos se

realiz8 segin se indio§ en Material y Métodos.
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TABIA VIII

Relacidn entre los disiintos citocrcmos en mitocondrias

do cercbro &3 rata durants la rmaduracidn vnostnatal

(afas) o¥cy/a b/a -
5 1l.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

Bstas relaciones fueron oalouladas utilizando los prome-

medios presentados en la Figura 14.
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0ién citooromo E/Oitocrono‘g mostré una diferencia significativa
entre los 10 y 15 dfas (p< 0.05) y entrs 15 y 20 dfas (g < 0,001),
De esta manera se puede ver mis claramente la difereniezvelocided
de cambio durante la maduracién del oitocromo b con respecto & los
cltocromos o+o0, ¥ &.

1

Discusién

El cerebro de la rata presenta un alto grado de inmesdurez en el
momento del naocimiento y ocurre una morfogénesis muy activa durante
las primeras etapas del desarrollo postnatal, Dabido a que diversos
estudios suger{an cambios cualitativos § cuantitativos en las mito-
condrias cerebrales durante este perfodo (Hamburgh y Flemmer, 1957}
Garocfa Argiz y col., 1967y Ghittoni, 1967; Pasquini y col., 1967),
consideramos rmy importante tratar de aclarar este problena, Para
cumplir tal propésito dispusimos, como lo hemos demostrado en el
capftulo anterior, de una preparacién de mitocondrias fuertemente
acoplada y oon bajo grado de contaminacién, el que, como lo muestra
la microfotograf{a inclufda en la Figura 6 no variada con la edad.
Por lo tanto, esta preparacién reunfa los requisitos indispensables
para estudiar sus propledades y composiolén durante el perfodo de
maduraoién postnatal,

El aumento observado en el oontenido de protefnas de la fraocién
MP, expresado por unidad de peso de tejido fresco, entre los 5 y 30
dfas de edad (ver Tabla IV), sugiere un aumento del obntenido Pro=
teico por mitooondria § del nimero de mitocondrias por gramo de
ocoerebro., la informz2oidén existente an relacidn con el cambio en el
mimero de mitocondrias es contradiotoria: mientras que Cregson y
Williams (1969) sostienen que el cerebro de la rata neonata y adul-
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ta contienen igual ndmero de mitooordries por unidad de peso, los
estudios recientes de Pysh (1970) sugieren un aumento del mimero
de mitocondrias durante el perfodo de la meduracidn oereﬁfal. Tanto
Oregson y Williams (1969) como Pysh (1970) han observado que el ta-
mafio de las mitooondrias no varfa oon la edad, si bien este Wltimo
autor ha demostrado que lo que sf aumenta durante la maduracidén es
el mimero de orestas por unidad de volumen mitocondrial, Dado que
Feidle y ool., (1969) han demostrado que en el cerebro existen pobla
oiones mitooondriales ocon distinta densidad y diferente oomposioién
enzimdtica, y teniendo en cuenta que en el aislamiento de la fraoc-
cién MP utilizada. en este trabajo se recupera sélo una parte de la
poblaocién mitooondrial, la posibilidad de que nuestros resultados
reflejen un aumento del mémero de mitooondrias m4s pesadas no debe

ser descartada,

Los resultados obtenidos en los estudios metabélicos indican
que con los dos sustratos utilizados la capaoidad oxidativa de las
MP, expresada por unidad de protefna mitooondrisl, eumenta 2-3 veces
entre los 5 y 30 dfas de edad (ver Figuras 8 y 9). Estos resultados,
que oconocuerdan con las otservaciones de Milstein y col., (1968), pue-
den ser interpretedos como el reflejo de un sumento en la eotividad
de los sistemas enzimidticos involuorados en este proceso, Dahl y
Samson (1959) han postulado que el aumento del metabolismo oxidativo
que ocurre en el cerebro durante la maduraocién es la consecuencia
del aumento del ndmero de mitocondrias por célula y no de un inore-
mento en la ocapaoidad oxidativa por mitooondria; Tal hipStesis pre-
senta una marcada discorspanocia con rnuestras observaolonessy sin em=
bargo, ésta puede ser ficilmente explicada ieniendo en ouenta que
los menoionados autores han utilizado una preparsocién de mitocon-
drizs orudas en sus estudios, Ha sido demostrado que la preparaocién
de mitocondrias crudas oontiene ademds de mitooondrias, terminales
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sinipticos y fragmentos de mielina, y en nuesiro laboratorio Piras
y col. (1970) han observado que el contenido proteico de estos or-
ganoides aumenta en forma significativa durante la madufaoién. Por
lo tanto, la presencia de protefna no mitooondrial en la preparacién
utilizada por Samson y DPabl (1959) serfa la causa por la ocuanl estos
autores no han observado diferencias en la ocapacidad oxidativa oon

la edad del animal,

Resulta de interds seifizlar que mientras la oapacidad oxidativa
de las mitocondrias aumentaba oon la edad, los valores de la rela=
cién P/O ¥y los C,R, fueron satisfactorios desde los primeros es=
tadfos del desarrollo postnatal y no se modificaron durante todo el
perfodo estudiado (ver Tadlas VI y VII), Dahl y Samson (1959) sos=
tienen que la relacién P/O disninuye a medida que el oerebro madura,
pero los resultados obtenldos por estos autores son la consecuencia
de haber utilizado una preparacién de mitoocondrias orudasy por lo
tanto, la disminmucién de la relaocién P/O puede ser atribufda a un
aumento progresivo de la conteminacién de su preparacién mitocondrial
con inhibidores y desacoplantes, Ha sido demostrade que en la rata
la mielinizacién comienza a los 12 dfas de vida postnatal aproxima~
damente y es intense hasta los 40 dfas de edad (Suguki y ool., 1967;
Cuzner y Davison, 1968y Piras y ocol., 1970; Pysh, 1970), esio proba-
blemente produzoa un aumento en la ooncentracién de inhibidores y
desacoplantes en la fracocién de mitocondrias crudas a medida que el

cerebro madura,

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos en relacién
ocon la ausencia de cambios en los valores de C.R.,, que fueron satis-
faotorios desde los primeros estadfos del desarrollo, concuerdan oon
los obtenidos por Milstein y coi. (1968) cuando utilizaron sucoinato
ocomo sustrato oxidables estos autores no han utilizado piruvato+le
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malato como sustrato, pero oon l-glutamato § X~cetoglutarato han ob-
servado que tanto los waloree de la relaocién ADP/O cono los de C.R,
aumentan durante la mzduracién. Si bien 1la diferencia entée mestros
resultados y los obtenides por Milstein y col, (1968) puede ser atri-
tufda 2 los distintos sustratos utilizados, la disorepancia podria
deberse a que los mencionados autores no agregan albimina 2l medio
de incubacibn, ccmo ha sido heoho en todos nuaestros experimentos,
ya que hemos obsarvado qua 4ste es un requisito indispensable para

obtener una preparacién fuertemente acoplada.

Segtin nuesitros resultados sl consumo de oxfgeno en los estados
3 y 4 aumenta paralelamente permanecisndo oconstante el C,R. y la
formaolén de ATP aumenta paralelaments el consumo de oxfgeno en el
eatado 3 permaneoiendo oconstante la relacién P/O. Eato Bugiere que
tanto las anzimas involucradas en el transporte de eleoctronss comeo
en la fosforilacién acoplada a éate sufren ocambios paralelos y que
ambos procesos se encuentran igualmente acoplados durante todo el

perfodo de maduracién estudiado,

El sumento de la ocapacidad respiratoria de las nmitooondrias

serfa la causa del inoremento observado durante la maduracién en

el metabolismo oxidativo de la gluocoaa (Ghittoni, 1967) y también
de la menor resistencia a la anoxia que oocurre a medida que el ce-
rebro medura (Jflek, 1964). Por otra parte, vimos que el asumento de
la capacidad oxidativa dura;te el desarrollo iba acompanado por una
mayor capacidad de sintetizar ATP; esto debe de desempenar un papel
importants en los cambios que ocurren durante este perfodo en la
aotividad eléotrica oerebral, qus alcanza las caracteristicas del
animal adulto a los 20 dfas de edad aproximadamente (Crain, 1952;
Bradley y col., 1960).
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Nuestros resultados muestran gue la acitividad de STH y los ni-
veles de los conatituyentes de la cadena reepiratoria, uPiquinona 4
citocromos 8, b 7 519, aumentan en forma significativa durante el
perfodo de maduraociém postmatal; hemos observado que, en genersal,
eatos parémetros, expresados por unidad de protefna mitocondrial,
sumentan aproximadamente 2 veoes entre los 5 y 30 dfas de edad,
Piras y col, (1970) observaron un aumento similar en la aoctividad
especifica de STH entre los 5 y 30 dfas de edad. Gregson y Williams
(1969) demostraron que la actividad de STH y los niveles de oitooro-
mos por unidad de protefna mitocondrial son significativamsnte mis
altos en mitocondrias de cerebro de rata adulta que en las de la
rata neonata, Los niveles de ocitocromos obtenidos por nosotros en
ratas de 30 dfas de edad son similares a los encontrados por Sacktor
y Packer (1962) y por Williams (1968) en mitoocondrias de‘oerebro de
ratas adultas, mientras que nuesiros valores de ubiquinona son seme-
Jantes a los obtenidos por Kadendach (1966) en ratas adultas, Por
lo tanto, esto indiocarfa que los cambios ern las propiedades y la
composioisén de las mitocondrias cerebrales durante la maduracién
postnatal ocurren muy rdpidamente, de forma tal que a los 30 dfas
de edad ya presentan las oaraoterfsticas del animal adulto.

El sumento observado en la aotividad de SIH y en la concentra-
oién de los componentes de la cadena respiratoria estudiados, por
mg de protefna mitocondrial, nos permiten postular un aumento de la
superficlie de la membrana interna de la mitocondria durante el pe—
rfodo de maduraocién postnatal, Las conclusiones de diversos traba~-
jos nos permiten suponer que tal correlacién es correcte, En sus
estudios sobre el desarrollo de mfisculo de langosta, Brosemer y
eol. (1963) han observado la existencia de un estrecho paralelismo
entre el aumento de la aotividad de enzimas localizadas en la meme
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brana interna y el aumento de la densidad de esta membrana., Compa-
rando mitooondrias de hfgado y ocorazén también se enconiré§ un para-
lelismo entre el contenido de ocitooromos y la densidad de las ores-
tas (Klingenberg, 1968), Los recientes estudios histoldgicos de
Pyah (1970) han demostrado que si bien el tamafio de la mitooondria
no se modifica durante la maduraocién cerebral, lo que sf{ ocurre es
un aumento significativo del mimero de crestas y de la densidad de
la matriz, Zstas observaciones apoyan muestro postulado de un aumen-
to de 1la superfioie de la mambrana interna de la mitooondria durante
la maduraoién como oconsecuenocia de que sus oconstituyentes se ven de—
positando progresivamente sobre la mismag ya que esto se reflejard
en un aumento des la densidad y/o del mimero de invaginaoiones de

esta membrana,

En los histogramas que se musstran en la Figura 15 se presen~
tan los porcentajes alcanzados en las diferentes edades por los
distintos pardmetros estudiados, asignando un valor de 100 % a los
datos obtenidos en la preparacién de MP de ratas de 30 dfas de edad,
El an4lisis de los histogramas demuestra que si bien los aumentos
nids significativos de todos los oconatituyentes estudiades, STH, ubi-
qQuinona y oltooromos, ocurren entre los 5 y 20 dfas los diferentes
parédmetros no aumentan paralelamente durante la maduraocién, Se pue=-
de observar que el oitooromo ® aumenta a una velooidad diferente
& la de los o:Ltoc:rox:v:.ns_9_131 y & (ver también Tadla VII), lo que
suglere que los citooromos no se depositan en la membrana mitoocon-
drial oomo unidadj algo similar ha sido observado por derold y
Borei (1963) durante el desarrollo de misoulc de abdeja. Dado que
entre 10 y 15 dfas no se produos ningdn aumento en el nivel de oi-

tooromo b, ésta podrfa ser la causa de la ausencia de cambios en

el oonsumo de ox{geno con ambos sustratos, entre estas dos edades,



FIGURA 15

Cambica en la cadena rasviratorie durante la meduracidn
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Los resultados se expresaron oomo porcentaje slcanzado en las dis-—
tintas edades, tomando como 100 % el valor a 30 dfas de edad., En
oada histograma las barras se han ordenado de la siguiente maneras
5, 10, 15, 20, 25 y 30 dfas de edad.

cit a
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- E1 aumento del oconsumo de ox{gens con piruvato+l-malato alcanza el
valor mAxzimo a los 20 dfas, en cambio con succinato sigue aumentando
hasta los 30 dfasi esto sugiere que también deben de aiistir diferen~
ocias en la velocidad de sintesis de las diversas enzimas involuora-
das en el ociclo del 4cido oftrico, en la formacién de acetil ocoen~
gima A § en la poroidén de la cadena de transporte de eleotrones

anterior & ubiquinona,

Ha sido demostrado que los fosfolipidos desempefian un papel
importante en la integracién de los ocmponentes de la membrans mi-
tocondrial y que son esenociales para la aotividad respiratoria
(Fleischer y col., 1962), Abdel-latif y Abood (1965) observaron
que en el cerebro de rata la sintesis de fosfolfpidos y fosfopro=
tefnas mitooondriales es muy aotiva entre los 12 y 15 dfas de vida
postnatal; por otro lado, Cuzner y Davison (1968) demostraron que
se produce un aumento significativo en el contenido de fosfolfpi-
dos de las mitocondrias oerebreles entre los 5 y 20 dfas de edad,
Por lo tanto, es 14gico suponer que durante la maduraocién, la in-
tegracién de los componentes engimiticos a la membrana mitooondrial
va aoompaiiada de la de los fosfolfpidos,

Siekevitz y col. (1967) bhan postulado que las membranas biolé-
gicas se forman por etapas, durante las cuales se van depositando
los diferentes constituyentes en forma escalonada sobre una estruo-
tura tasal., Diversos autores han sugerido que las membranas mito-
ocondrizles se sintetizsan por un mecanismo seme jante (Henson ¥y ool.,
19683 Chen y Charalampous, 19693 Haddook y:-eol., 1969; Lenaz y Cas-—
telli, 1969), Los resultados obtenidos en el presants trabajo nos
permiten postular que la formacidén de la membrana interna de las
mitocondrias ocerebrales también se realiza en diversas etapas, lo
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que se reflejarfa en cambios en su composiocidén durante lo madure-

cién.

En base a lo dermostrado por diversos inveatigadores, la bpiozs—
nesis ds las mitocondrias parece ser la resultante de un ocomplejo
proceso, Primers se formariz la membrana exterma y luego conrenzaria
la sintesis d2 12 nomhrana intorna (Bsattis, 1969), Esta Wltira se
formax{s cn <ivav:ly otazz3s: Trizero sg sindtotizaxfa la proteinaz
estructural, 1o quas ssria realizado por los ribosomas de la mito—
condria (Bsaitie y col., 19573 Bsattie, 1968) y luego se irfan
agregando las enziras conatituyentes de estz membrana y de la ra-
triz, que serian sintetizadas por ol roifculo erdorlisaico de 1la

c¢délula (Kadenbaca, 16567, 1568y Eszttiie, 16383 Eanson y col., 1548).

En las nmitocondrias de cerebro de rata el proceso de diferen—
oiacién finalizarfa a los 20 dfas de vida postnatal, alcanzindoses
a esta edad la composicién de los organoides del animal adulto.
Por lo tanto, es posible concluir que la funcionalidad de las nito-
condrias cerebrales cambia durante la maduracidn Somo consecuencia
de los cambios que ocurran en su coxzposicién., Dado que nuestra
preparacidn mitocondrial contiens miitocondrias que provienen tanto
de células neuronales como gliales, la posibilidad de que los cam~
bios observados se produzcan en uno 60 en ambod tipos de mitocon~

drias no puede ser descariada,
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V. EFECTO DI LA TIROTDECTOMIA NECNATAL SOEZRE LAS PROPIEDADES

D= LAS MITCCCUDRIAS D5 CIRTERQ DZ RATA

Se estudid la fosforilacién oxidativa en preparaciones de mito-
condrias purificadas, aisladas de cerebro de ratas normales y radio-
tiroidectomizadas en ol momento del nacimiento, ambas de 30 dfas de
edad, Esta edad fus seleccionada basdndonos en las observaciones ane
teriormente oomentadas, en las que se demostré que a los 30 dfas las
caraoterfsticas metabblicas de las mitocondrias son similares a las
del animal adultoj por lo tantb, ocualquier alteracién producida por
esta oondicién experimental deberfa ser olaramente observadble a

esta edad,

En la Tabla IX se puedsen observar los resultados obtenidos
cuando se utilizé sucoinato oomo sustrato oxidable, Tanto el oon-
sumo de oxfigeno ocomo el de fosfato inorgdnico fueron esencialmente
los mismos en las preparaociones de animales controles e hipotiroi-
deosj tampooo se observaron variaoiones en los valores de P/O,C.R.,

ni en la aotividad especifica de SIH,

Los resultados presentados en la Tabla X muestran gqus ouando
se utilizé piruvato+l-malato como sustrato oxidable el oconsumo de
oxfgeno con la preparaoién obtenida de ratas oretinas es menor (19 %)
que el obtenido en los controles normales ¥y lo mismo fuéd observado
en relacién con el consuno de fosfato inorgdnico, el que presents
un valor menor (16 ¢) en las weparaociocnes de ratas hipotiroideas
con respeoto a las normaless en ambos ocasos las diferencias fueron
estadfsticamente significativas, analizadas por medio del Test "t"
de Student. Sin embargo, como en el ocaso anterior, nl la relacién

P/O nil los valores de C,H, fueron afectados por la carenola de fun-
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chtividadi da SDI en la fraceidn X2 ds
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ratas normales o hipotiroidzag utilizando sucecinato como sustrato

Normal Hipotiroidea
. + +
Consumo de oxzigeno 9.3 = 0.9 8.6 -~ 0.7
(estado 3)
Consumo de Pi 15.3 fi.2 13,6 I 0.8
P/0 1,66 ¥ 0,06 1,60 = 0,04
C.R. 1.48  0.19 1.51 ¥ 0.11
+ +
SDH (A.E.) 0.88 ¥ 0.07 0.80 £ 0.06

Los expsrimentos se realizaron utilizando 1la fraceidn MNP aislada de
cerebro de ratas normales e hipotiroideas de 30 dfas de edad. La com~
Posicién del medio de incubacién fué la indicada en Material y Méto-
dos, utilizando succinato como sustrato ozxidable y una concentracién
de proteina mitocondrial de 0,4 mg/ml. El consumo de oxfgeno se ex-
presé en microdtomos/hora y el consumo de Pi en micromoles/hora, am~
bos por mg de protefina mitocondrial, Determinacién de la actividad
especifica SDH segin se indicé en Material y Métodos.

Cada resultado es la media y su correspondiente E,S, deo 5 experimen-
tos individuales para cada grupo. El andlisis estadistico realizado

por el test "t" de Student indicé que las diferencias no eran signi-

ficativas en ninguno de los parémetros estudiados,.
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TABLA X

»
¢

Fosforilaoidén oxidativa en la fraceidn P de ratas normales

e hipotiroidezad u*ilizardo piruvato+l-~malato ccmo sustrate

Normal Hipotiroidea P

Consumo de oxfgeno + +
(estadb 3) 10,8 - 0.5 8.8 = 0.5 { 0,02

+ +
Coaanmoodo*?i 30,1 -~ 0,9 25.2 =1.3 { 0,01
P/0 2,81 ¥ 0,08 2,90 £ 0,08 ¢ n.s.
C.R. 4.8 X o.s 4.4 L 0.7 n.s.

Los experimentos se realizarocn oon la fraocién MP aislzda de ratas
normales o hipotiroideas de 30 dfas de sdad., La composicién dsl me-
dio de incubaocidén es la indicada en Material y Métodos, utilizando
Piruvato+L-malato como sustrato y una oconcentracién de prote{na mi-
tooondrial de 0.4 mgz/ml, El consumo de oxfgeno y de P
segin so indica en la Tabla IX.

4 8 expresd
Los resultados son la media y su correspondiente E.S, de 5 experi-
mentos para cada grupo, los que se compararon estadfsticamente por

medio del teat "t"™ de Student.
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olén tiroidea desde el nacimiento.

Discusién

Como ya ha sido seifinlado anteriormente, la hormona tiroidea
ejerce marcados efectos sobre la madurzoién del sistema nervioso
oentral, que se ven reflejados en la disminuoién ds la aotividad
de enszimas que son constituyentes de las membranas mitocondrizles,
oomo consecuencia dsl hipotiroidismo neonatal (Hamburgh y Flexmer,
19573 Garcfa Argiz y col., 19673 Pasquini y ocol., 1967). Teniendo
en ouenta, por oira parte, que la hormona tiroidea regula el meta-
bdismo oxidativo en el animal adulte (Tata y col., 19633 Tata,
1966b), nos interes§ estudiar si la carencia de funoién tiroidea
desde el naoimiento podfa produoir alteraciones en las propiedades
de las mitocondrias cerebrales, Para realizar este estudio se uti-
11z8 la fraooién mitooondrial MP, que o8 una preparacién mitoocon-
drial fuertemente acoplada y oon mfnimo grado de contaminacién,

Los resultados obtenidos ocuando se utilizé suoccinato ocomo sus=
trato oxidable, en los que no Be observaron cambios en el consumo
de oxfgeno, as{ como también el hecho de que la actividad especi-
fica de SIH no presente alteraciones por efeoto de la tiroideoto=
mfa neonatal, sugieren que esta oondioién experimental no afecta
los sistemas enzimdticos que intervienen en el transporte de electro=-
nes desde el sucoinato hasta el oxfgsno. Por el oontrario, la oxie
daoién del piruvato+L-malato es significativamente menor en las pre=
paraciones mitooondriales provenientes de ratas hipotiroideas gque
en las normales, lo que sugliere una posible alteracién en alguna
enzima § grupos de enzimas que intervienen en la oxidaoidén del pi-
ruvato+l-malato, Segin los resultados obtenidos con sucoinato no
habrf{a ocambios en la porcién de la cadena respiratoria comprendida
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entre ubiquinona y citooromo‘33; por lo tanto, la alteraoidn podrfa
estar a nivel de la formaocién de acetil coenzima A, en alguna enzima
del oiolo del doido oftrico & en la poroién de 1la oadena de trans~

porte de eleotronss anterior a la ubiquinona.

Es importante hacer notar que oon ninguno de los dos sustrates
utilizados la oarencia de funoién tiroildea desde el nacimiento pro-
duce alteraciones en el aocople entre la fosforilacién y la oxida-
cibén, ya que se obtienen 1los mismos valores de P/O y C.,R. tanto en
los animales normales como en los hipotiroldeos, Tata y col. (1963),
que estudiaron los efectos de la tiroideotomfa sobre las mitocon-
drias de hfgado y misculo de rata, observaron que ésta producfa una
disminuoién en ol consumo de oxfgeno, ocuya intensidad variaba segdn
el sustrato utilizado, pero que en ningin caso esta condicién pro-
ducfa alteraoiones ni en la relaoién P/O ni en los valores de C.R.
Por lo tanto, es posible postular que la hormona tiroidea no influ-
yo sobre el acoplamiento entre el transporte de eleotrones y la fosfo-
rilacidén, ocontrariamente a lo que fué sostenido por diversos autores
(Martius y Hese, 19513 Hoch, 19623 Wolff y Wolff, 1964). Tata (1966€a,
) ha sugerido que los efectos de la hormona tiroidea residen prine
oipalmente en la induncocidn de la sfntesis de las enzimas oxidati-
vas, estimilando en primer lugar el prooeso de transaripcién, 6

sea, la sfntesis ds dcidos riborucleicos,

En muestro laboratorio ha sido observada una disminucién en la
aotividad de las enzimas mitocondriales SIH, aspartato aminotransfe-
rasa y GABA transeminasa, por efeoto del hipotiroidiesmo neonatal,
ouando se determinan en homogenizado de tejido ocerebral (Carcia
Argis y ocol., 19673 Pasquini y col,, 1967), Huestros resultados
nos permiten sugerir que esto nmo refleja un cambio cualitativo en las
mitooondrias esino que indicarfa una disminuoién del ndmero de orga~
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noides en los que estas engimas estdn locelizadas, Esta hipétesis
ha sido apoyeda por los resultados obtenidos en un tratajo reali-
gado en colaboraoién oon las Dras., Irene Ssijan y Marta Piras
(Szijan y col,, 1970), y del cual se inoluyen diversos resultados
en la Tabla XIj pueds observarse que la concentraocién de proteinas
e8 Bignificativaments menor en las fraociones suboelulares formae
das por fragmentos de mielina, terminales sinidpticos y mitooondrias
lidres de cerebro de ratas hipotiroildeas que en los controles nor=
males. Por otra parte, al comparar los cambios en la aotividad de
STH y AAT, puede observarss que cuando las actividades de estas en=
zimas son expresadas por unidad de tejido fresco, se encuentran
significativamente disminufdas, por efeoto de la tiroideotomfa neo=
natal, en las fracoiones que contienen cantidadeas oonsiderables de
mitocondrias, ocomo son las oonstitufdas por terminales sindpticos
(fracciones C y D) y rtor mitocondrias libres (fraccién B), pero
que tal diferenoia desaparece cuando los resultados se expresan

oono aotividad espeoffica,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, unidos a los
que acabamos de comentar, nos llevan a postular que las alteraolo-
nes producidas por la tiroideotomia neonatal en la rata son la oon-
secuencia de un defeoto general en la formacién de diversos oonsti~
tuyentes de membranas, sin que se produzcan cambios aparentes en
la composicién de las mismas, La base de esta alteraoién podria ser
un defecto en la sfntesis de protefnas, que serfa una etapa determi-
nante en la formaoién de las diferentes membranasjy la disminucién de
la sintesis de protefnas cerebrales como consecuencia de la tiroi-
dectonfa neonatal ha sido observada por Geel y col. (1967) y por
Bflazs y Gaitonde (1968). Las experiencias de Walravens y Chase
(1969) han demostrado una dismirufda formaoién de mielina en los
animales hipotiroideos ocomo oconsecuencia de una disminucién en la
actividad de enzimas involucradas en la sintesis de -cerebrésidos
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TARLA XI

&5
Efecto do la tiroidectemia neonatal sobrs el contenido protoico y

la actividzd enzimdtica de fracciones subcelulares de cersbro de reta

Prote{nas
ng/g tejide
A c D E
+
X 4.220 11.6 L 0.4 7.9 X 0.5 9.1 2 0.4
M 2.6 2 0. 8.0 2 0.2 5.4 2 0.4 6.5 2 0.3
p < 0.001 < 0.001 < 0.005 < 0,001
Actividad de SIH
U/g te jido U/m.g protefna
c ) E c D E
N 2.89 2 0.20 4.51 2 0.37 9.01 20.48 0.25%0.02 0.57 2 0.04 0.99 % 0.07
| 1.89 to.4 3.3 %o0.23 6.3220.37 o0.2420.02 0.5820.05 0.97 % 0.08 °
» < 0.005 < 0.0 < 0.005 - - -
Actividad de AAT
U/g tejido U/eg protefna
c D E c ) E
N 20.8 21,7 19.521.5 1522 0.7 1,79 2 0.18  2.47 2 0.22  1.67 2 0.17
i 15.7%0.8 137208 11.020.4 1.96 2 0,24  2.53 20.25 1.69 X o0.14
P < 0.025 < 0.01 < 0.001 - - -

Resultados obtenidos por Szijan y col., (1970) en rates normzles e
hipotiroideas de 30 dfas de edad, Aislamiento de las fracciones
segin se ha indicado en el mencionesdo trabajo., N: ratas normales
de 30 dfas de edzd. H: ratas tiroideotomizadas al nacimiento, de
30 dfas de edad, At fragmentos de mielina, C: terminales sindpti-~
cos ocolinérgicos, D: terminales sindpticos no oolinérgicos,

E: mitoocondrias libres.
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y sulfdtidos,

Huaostra nivoissia do aus la ti:oi?octomia neonatal conduce a
una diszinuocidn en la Tormacidin da membranas sin que se produzoaa
defeotos ocualltativos también emstd apoyada por las reocientes obserw
vaclones de Pflazas y ool, (1969),qua demuectiran que ccmo oconsecusie
¢ia do la tiroidaotoada neomatal =a zroducs una dismimucidn signie
fiocativa en la formeoldén de mielina sin que se observen wariaciones
cualitativas en su ocmpoeioién, ya que las relaciones molares de
ceretrdsidoss colesterols fosfolipidos son las nismas tanto en nmie-
lina purificada obtenida de ceredro de ratas normales como de hipo-—
tiroidoas,

En resitimen, todas estas observaciones suglieren que 6l hipoti-
roidismo necnatal produce una dismimicién en la sfntesis de protef-
nas cerebrales que se reflejarfa en deficiencias cuantitativaas en
la formaoién de membranas., En el caso de las mitocondrias, conduocie
rfa a una disminucién del rimero de estos organoides sin producir
alteraciones fundamentales en su composioién.
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Vi, BeSTLTT ¥ COUCIUSIONES

Las nitocondrias d2 cerabro de rata fuaron odbienides por ol méioldo
de LAvirup v Zelander (1962).

Esta prepsracién nitccondrial presentd baja contaminacién con tar—
minales sinipticos y no se obssrvaron fragmentos de mielina, Las
nitocendrins 52 encontraban en estado satisfactorio, tanto desds

el punto &3 ~izia moxfaldzico cozo netabolico., ZTreszentaban le
conforrzcibn condensad> y loa velores deo »/0 vy C.R, obtenides con
diversos sustratos ozidables fueron satisfaotorios.

Se demostrd que la fraccidn TS, qus contiene torminales sinidpticos
y mielinaz,adan=ds do nitocondrizs, »rossnia un marcado efecto inhi-
bidor y desaooplajta;lo qus conirrunfia que la fraccidn ds nmite-
condrias crudas no ruede ser utilizada para rezlizar estudios ne-
tab8licos, Por lo tanto, la fraccidn 12 fud la que sge utiliz$

para estudiar las propiedades de las mitocondrias durante la medu- -

r20ién cerebral y ol efecto de la tiroldectomfa neonatal,

Se estudlaron diversas propiedades de las mitocondrias de ceredro
de rata durante el psrfodo de maduracidn postnatal,

El contenido proteico de las LIF, en tasgse zl peso de tejido fresco
original, aument$ ajyroximadamente 4 veoes entre los 5 y 30 dfas
de eded.

La actividad d3 SId, expresada en base al peso de tejido fresco
original, presentS un aumento de aproximadanmente 5 wveces entre
los 5 y 30 dfas; mientras que la aotividad especifica de la mis-
ma se duplicé durante este perfodo.

Se estudid la fosforilacién oxidative utilicando piruvato+l-
malato y suocinato como sustratos oxidables, Con piruvato+l-
malato se observd un aumento de 3 veces, tanto en el consumo

de oxfgeno oomo en el de fosfato inorgdnico, entre los 5 y 30
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dfas de edzdj con succinato el zumento observado en e2mbos rari-
metros fué de 2 vecss., Tento los valores de PfC-cbmo los de
C.R., obtenidos con zmbos sustratos fueron satisfoctorios desde
los 5 dias y rermaznecieron constantes durante todo el perfodo
estudiads., Esto suglere cue tanto los sistemas involucrados en
el trznanomta Ade slectrones como en la fosforilacién zcoplada
a £ate =2morntan paralalamsnts y £s mantienen en un fttimo grado
de accplaiiionto durante el perlfodo de maduracidn postnatal.

La concentracidén de ubiquinona/ng de protefna mitocondrial
aunentd aprozinadamente 2 vecea entra los 5 y 30 dfas de edad;
produociéndose el zumonto rfg imnortante entrs el 1Cmo y 200
dfa,

Los niveles de los citooromos/hg de protefna mitocondrisl au-
mentaron aproxiradeccnte 2 veces entre los 5 y 30 dfas de vida
rostnatal. Los cliocromos oo, J & presentaron los aumentos
n&s importantes entre los 10 y 20 dfas; mientras que el cito-
cromo b aumenté significativamente entre los 15 y 20 dfas de
edad.,

El aumento observado en la actividad especffica de SIH asf
oomo también el incremento de la concentracién de ubiquinona
y citocromos/ng de protefna mitocondrial permiten postular un
aunento de la superficie de la membrana interna de la mitocon-
dria de cerebro de rata durante el rerfodo de maduracién post-
natal,

Los resultados obtenicdos indican gue los diferentes parimetros
estudiados no aumentan paralelamente, lo que sugiere que la
composicién de la menmbrana interna de la mitocondria cerebral

varfa durante la maduracidn.

3.~ Se eatudid la fosforilacién oxidativa en mitocondrias de cere-

bro de ratas normales y radiotiroideotomizadas en el momento
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dsl nacimiento, a los 30 dfas de edad.
Cuando se utilizd piruvaito+l=z=aleto oomo sustratggge obeervé
una disminucién del 17 % aproximadamenta, taznto en el consumo
de oxfgeno como en el de fosfato inorginico, en las prepara~
oiones mitocondriales provenientes de las ratas oretinas,
Cuando s9 utilizd succinato como sustrato oxidable se obtuw
viarca 193 2i=:03 valores de consumo de oxfzeno y fosforila-
oila en las ratas normales y on las hipotiroidsas, Con los dos
sustratos utilizz=dos no ss observaron alteraciones ni en el
P/0 ni en el C.R. La aotividad espsoffica de SDH no fud modi-
ficada por efeoto de la tiroidscioafa neonatal.
E3fog resultados, a2zocilados a otrcg qui se noncionan en la
disousién correspondiente, sugieren que la falta de hormona
tiroidea dsesde el nacimisnto produce una disminucién en la
sintesis de protefnas, lo que se reflejarfa en una disminu-
cién en el mimero ds mitocondrias, sin que se produzcan al-
teraciones fundamsntales en la composicién de estos organol-

des.

W
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