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INTRODUCCION

Generalidades

El acido monofluoracético y sus derivados son sustan

cias de alto interés para los toxicólogos, los bioquímicos y

los biólogos en general. Esto se debe a sus extraordinarias

propiedades biológicas, cuyo estudio ha constituido un capi

tulo ya clásico de la ciencia toxicológica.

Si bien estas sustancias fueron preparadas por sintesis

hacia fines del siglo pasado (1), sus efectos sobre los seres

vivos sólo se conocieron casi cincuenta años mas tarde (2).

En esos momentoslos investigadores llegaron al convencimiento

de que el ácido fluoroacético puede considerarse una de las

sustancias mas tókicas que se conocen. Para algunas especies,

es mas tókico incluso que el ácido cianhidrico, el monóiido de

carbono o el fosgeno (3).

Posteriormente el fluoroacetato pudo ser identificado

comoel principio activo de la Dycapetalum cymosum(4), una

planta ponzoñosa que crece en Africa meridional y que es un

riesgo considerable para el ganado de la región. Más recien

temente este tókico fue tambiéh encontrado en otras especies

vegetales: Palicourea margravii (5), Acacia georginae (6),

Gastrolubium grandiflorum (7), y en diversas especies de

Oxylobium(8). El caso de Acacia georginae es particular

mente serio en Australia, donde ha sido estimado que, debido

a la toxicidad del fluoroacetato las pérdidas de animales en

una sola estancia pueden alcanzar un valor de 50.000 libras
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esterlinas.

Hacia 1945 el fluoroacetato de sodio (en adelante FAC)

fue introducido en el mercado comorodenticida, y en general,

como agente de control de plagas mamiferas, bajo el nombre de

"Compuesto 1080". Lamentablemente su uso dio origen a varias

intoxicaciones humanas,muchasde ellas fatales. Por otra

parte, dada la considerable estabilidad química y biológica

del FAC,puesto que es dificilmente metabolizado en los orga

nismos vivos, su uso extensivo puede dar lugar a la destruc

ción de toda la población animal en las Áreas tratadas. Por

estas razones la aplicación de esta sustancia comorodenti

cida ha sido restringida a los casos de extrema gravedad. En

algunos paises, sin embargo, se lo sigue utilizando en forma

rutinaria.

Otra aplicación importante que ha tenido el FACha sido

comoherramienta en el laboratorio bioquímico. Por su con

dición de inhibidor especifico ha sido utilizado para estudiar

mecanismos de regulacion de algunos caminos metabólicos en

los tejidos (9).

Durante la segunda guerra mundial, diversos grupos de

cientificos estudiaron estas sustancias con miras de desarro

llar mediosde defensa frente a su hipotética utilización como

agresivos químicos, aunque afortunadamente esta posibilidad no

llegó a concretarse. A pesar de los esfuerzos realizados, no

fue posible hasta el presente desarrollar un antídoto eficaz
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para contrarrestar la intoxicatión.
En 1949, Chenoweth publicó una excelente monografía

sobre el tema.( 3), donde puede consultarse con abundancia

de detalles todo lo referente a las propiedades químicas y

biológicas del FACy sus derivados, dosis letales y sinto

mas en las distintas especies, etc. En fechas más recien

tes R. E. Peters, a quien se debe la aclaración del mecanis

mode la toxicidad del FAC,publicá diversos trabajos mono

gráficos de actualización sobre este tema (10,11).

Efectos sobre animales vivos

Los efectos directos y los sintomas observados después

de administrar este tóiico a animales no anestesiados difie

ren considerablemente con la especie. En lineas generales

se puede decir que los puntos de ataque principales son el

sistema nervioso central o el corazón (3 ). Ambossistemas

suelen estar afectados en grados variables de acuerdo con la

especie, y la muerte suele sobrevenir por alguna de las

siguientes causas: a) paro respiratorio asociado con fuertes

convulsiones tónicas que paralizan los músculos respirato

rios, b) paro cardiaco o fibrilación ventricular, y c) depre

sión progresiva del sistema nervioso central terminando en

paro respiratorio o cardiaco (10).

Un factor comúna todas las especies es la existencia

de un periodo de latencia durante el cual no se manifiestan
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blemente de una especie a otra (3 ). En realidad, existen

pocas sustancias tó&icas cuyo efecto sea tan variable para di5

tintas especies comoel FAC. La Dosis Letal 50 varía desde

0,05 mg/kg en el perro hasta mas de 500 mg/kg en una especie

de sapos ( 3 ). La DL 50 para el hombre fue estimada entre

2 y 5 mg/kg.

Otro de los síntomas observados en los animales intoxi

cados es el desarrollo paulatino de un sindrome hiperglficico

e hipercetonémico que fue estudiado sobre todo en ratas (12)

y en ovejas (13). Este sindrome tiene una semejanza tan

grande con la diabetes natural o inducida, que ha sido deno

minado"diabetes fluoroacetica“ (14). En la rata este sin

toma se manifestó'diversas horas después de la administración

del tókico, y fue observado inclusive con dosis subletales

(14)

. l. . .l
Aspectos bioguimicos x mecanismo de accion

Los estudios más tempranos llevados a cabo sobre las

alteraciones bioquímicas producidas por la intoxicación, no

permitieron evidenciar la inhibición dealgínsistema enzi

mático "in vitro" por el FACo sus derivados (11). Los

experimentos realizados con cortes u homogenatosde tejidos,

con mitocondrias aisladas, etc., en cambio, revelaron que ell. . ...l I I
tox1co produce una inhibicion del consumode ox19eno, asi



comoun bloqueo en la oxidación de diversos sustratos (3).

Posteriormente se postulá que el FACejerce su efecto

tókico a través de una inhibición de la conversión de acetato

en "acetato activo" (hoy conocido comoacetil coenzima A),

puesto que en diversas preparaciones se encontraba una acu

mulación de acetato (15). Más tarde se comprobó'que esta

hipotesis era incorrecta, ya que se vio que en homogenatode

riñon de cobayo el FACes capaz de bloquear la oxidación del

fumarato sin que se acumule acetato (16).

Un avance importantísimo en este campo se logró cuando

Kalnitzky y Barron (17) observaron que en homogenato de ri

56h de conejo tratados con FACse producía una notable acu

mulación de ácido cítrico. Este fenómenofue confirmado

más tarde con otras preparaciones, y se demonstrá que esta

acumulación se debía a una inhibicián de la oxidación de ci

trato a traves del ciclo de Krebs (18). Buffa y Peters

(19) encontraron que el citrato también se acumula "in vivo",

y desde entonces hasta el presente este fenómenoha sido

reiteradamente registrado por todos los autores que trabaja

ron con este toíico, utilizando una amplia gamade animales

y tejidos (11).

Comovemos, se presentaba una aparente contradiccián,

puesto que: po: un lado esta inhibida la oxidacion del áci

do cítrico a través del ciclo de Krebs, en tanto que el

FACno inhibe las enzimas que componenel ciclo. Para
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resolver esto, Liebecq y Peters propusieron que el FAc

podria convertirse en fluorocitrato, a traves de un meca

nismo similar al que permite la conversidn de acetato en

citrato (20). Este fluorocitrato podria ser el verdadero

agente tdkico. Los experimentos que se realizaron con

posterioridad confirmaron plenamente esta hipátesis. En

efecto, Peters y sus colaboradores pudieron aislar ácido

fluorocitico de los tejidos intoxicados, y comprobaronque

en un potentisimo inhibidor de la aconitasa, enzima del

ciclo de Krebs que cataliza la transformaciob de citrato

en isocitrato (11). El fluorocitrato demonstráasi ser

tákico en condiciones en que el FACno lo era, por ejemplo,

cuando se lo inyecta intracerebralmente en palomas, produce

convulsiones y muerte, en tanto que el FACno tiene efecto

(21). Esto revela que este tejido es incapaz de promover

la sintesis de fluorocitrato, y confirma que este es el

verdadero agente tókico.

Posteriormente se pudo demonstrar que el FACsigue efec

tivamente la mismavia metabólica que el acetato, siendo

transformadoen el interior de los tejidos en fluoroacetil

coenzimaA (22), la cual es capaz de condensarse posterior

mente con oxalacetato para dar fluorocitrato. Este proceso

fue denominado"sintesis letal" por Peters, pues implica la

formación en el organismo de un tóiico poderoso a partir de

un precursor que no lo es (10).
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La aclaración de este mecanismopermitió explicar

muchasde los interrogantes que habia planteado el estudio

de este toxico. Por ejemplo, la existencia de un periodo

de latencia se explica teniendo en cuenta el tiempo nece

sario para que se sintetice fluorocitrato en cantidad sufi

ciente; la gran variabilidad de sensibilidad de diferentes

especies animales, o de diferentes órganos dentro de un

mismoanimal, podria deberse en parte a la distinta capaci

dad de cada tejido para llevar a cabo la sintesis leta1,_

etc. (11).

Consecuenciasfisiolóbicas de la inhibicion de la aconitasa

La inhibición de la aconitasa determina el bloqueo de

todo el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, que es comose

sabe la principal vía del metabolismoaerobic de las célu

las (23). Esto explica la inhibición del consumode oxígeno

de los tejidos, puesto que si bien la respiración celular, o

sea la cadena respiratoria, no está inhibida, la célula no

'puede efectuar la transferencia de grupos reductores necesa

ria para que se complete el proceso de la respiración (24).

De esto se deduce que el balance energético de los tejidos

estará alterado, puesto que la mayorparte de la energia

necesaria para las funciones fisiológicas se obtiene a traves

del metabolismo oxidativo (23). Naturalmente, no todos los

tejidos resultarán afectados en la mismamagnitud. Se puede
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suponer que serán más sensibles aquellos tejidos cuya func

cion requiera un mayor consumo de energia, dado que son al

mismo tiempo los má; dependientes del metabolismo aerobio

(25). Tal es el caso del corazon, el riñón o el sistema

nervioso central (26).

Todo esto ha sido confirmado mediante determinaciones

del contenido de "fosfatos de alta energia", tales comoel

adenosina-trifosfato (ATP)o el creatina-fosfato (CP). La

concentracion de estos compuestos disminuye en los tejidos

intoxicados (10), en tanto que aumenta la de los productos

de degradacion (adenosina-monofosfato, AMP,fosforo inorga

nico, etc.) (10). De hecho, las alteraciones bioquímicas

son analogas a las que se producen comoconsecuencia de una

hipoxia o una isquemia del tejido (27). Esto puede expli

car los transtornos observados en la funcion cardiaca o

nerviosa.

Por otra parte, la conexion entre la inhibicion de la

aconitasa y el desarrollo de la hiperglucemia y la cetonemia

no resulta tan clara. Se ha sugerido que la hiperglucemia

puede resultar de una inhibicion del consumoperiferico de

glucosa debida a la acumulacionde citrato en los tejidos

(14), puesto que se sabe que el citrato ejerce un efecto

inhibitorío sobre el consumo<iaglucosa (28). La cetonemia

a su vez podria derivar de la acumulacion de acetil coenzima

A en algunos tejidos, especialmente en higado,que al no poder
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. . Iser metabolizada a traves del Ciclo de Krebs derivarla en

la sintesis incrementadade acetoacetato (3 ).

Tratamiento

Hasta el momentono se ha logrado desarrollar un anti

doto satisfactorio contra este tóxico. El tratamiento es

enteramente sintomático, si bien existe una sustancia, la

'monoacetina, que ha sido recomendadadado su efecto benefi

cioso en animales de experimentación (10). Pero en realidad

no se trata de un verdadero antídoto, puesto que su aceidn

se ejerce a traves de un aumento en la concentración de

acetil coenzimaA, la cual compite con la fluoroacetil co

enzimaA, retardando la síntesis de fluorocitrato (11). Es

decir, la eficacia de la monoacetina depende de que sea ad

ministrada durante el periodo de latencia de la intoxicación,

pero es incapaz de reactivar la aconitasa una vez que esta ha

sido inhibida por el fluorocitrato (11).

En este punto conviene mencionar que experimentos rea

lizados in vitro, con diversas preparaciones de aconitasa

representando crecientes niveles de organización, permitieron

hallar compuestosque son capaces de reactivar la aconitasa

inhibida por fluorocitrato. Es el caso, particularmente, de

ciertos malonatos sustituidos (11). Sin embargo,el intento

de utilizar estas sustancias comoantidotos condujo invariable

mente al fracaso, por razones que se ignoran (11). Este
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hecho llevd a plantear la posibilidad de que exista algun

factor todavia desconocido acera del mecanismode la intoxi

cación. Entre las diversas hipótesis que se enunciaron,

vamos a mencionar dos que estan relacionadas con el presente

trabajo. Unade ellas tiene en cuenta la posibilidad de que

la acumulaciónintracelular de tan grandes cantidades de ci

trato tenga un efecto nocivo por si misma, es decir, que una

vez producida dicha acumulación ya el daño sea irreversible

con respecto a la lesión bioquinica inicial. Otra idea se

refiere al posible papel agravante que puede ejercer el estado

diabético (hiperglucemia, cetoacidosis, etc.) sobre los sin

tomas de la intoxicación.

En resumen, no todos los efectos que tiene el FAc son

explicables en términos de la sola inhibición de la aconitasa

por el fluorocitrato. Existe la posibilidad de que efectos

aparentemente secundarios de la intoxicación fluoroacética,

tales comoel estado diabético que la acompañao la gran

acumulación de citrato que se observa, u otros, tenga una

participación inportante en los transtornos que finalmente

producen la muerte. Hasta ahora no se ha logrado obtener

evidencia experimental concluyente para avalar estas u otras

posibilidades.
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. .Í I. .
Descripc1on del tema espec1f1co enfocado en el presente trabalo

Comohemos visto, uno de los órganos cuyo funcionamiento

esta severamente alterado en el animal intoxicado en el corazon.

Sin duda, el mantenimiento de la función cardiaca require un

considerable consumothaenergia, la cual sólo puede ser provista

adecuadamente caundo funcionan todos los mecanismos metabólicos

del tejido. A este respecto, se sabe que el bloqueo del meta

bolismo aerobio puede producir un serio transtorno en la fun

ción del 6rgano. En el caso extremo, o sea en la anoxia total,
l l ,

se vio que muy corto tiempo, quizas no mas de un minuto, es su

ficiente para producir alteraciones irreversibles (29). Esto

parecería indicar que el metabolismoanaerobio es por si solo

totalmente incapaz de sostener el funcionamiento del tejido,

posiblemente debido a la bajo eficiencia de esta via metabólica

en la produccion de eneroia. No obstante,se considera que el

aporte energético obtenido a traves de la glucogenálisis y la

glucolisis puede ayudar considerablemente a un corazón que tenga

parcial o transitoriamente comprometidasu oxigenación (30).

Desde el punto de vista experimental, esto se puede apreciar

particularmente bien cuando se utilizan algunos modelos, como

por ejemplo el corazón perfundido, en los cuales se puede pro

ducir hipoxia sin interrumpir el flujo sanguíneo. Este tipo

de modelo es en alguna medida relevante con respecto a la in

toxicación con FAC, ya que, comovimos, este tokico produce
. . . I . . .una serie de alteraCiones bioquimicas Similares a las que causa
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1a hipoxia del tejido, pero, a diferencia de lo que sucede en

la isquemia coronaria, etc., no interrumpe el flujo sanguíneo.

Con este tipo de experimentos se probó'que la glucólisis puede

jugar un papel importante en la provisión de energía para el

corazón hipó&ico. Por ejemplo, Jang (31) encontró'que en

auriculas de conejo sometidas a perfusión anónica, se lograba

una mayor fuerza de contracción y frecuencia incrementada en

presencia de glucosa. Estos efectos eran inhibidos por iodo

acetato y 2-deoxiglucosa. Regeny col.(32) informaron re

cientemente que, despues de 15 min. de perfusión anaeropica en

ausencia de glucosa, el contenido de AT}de corazones de rata

era en promedio 2.8 u moles/g de tejido seco, pero en presencia

de glucosa 5.6 mM,un grupo comparable de corazones contenía

13.3 umol ATB/g. Despues de perfusion aeróBica, en cambio,

los corazones tenian 17.7 pmol AIR/g sin glucosa y 17.9 umol/g

con glucosa. Austen y col.(33) informaron que, cuando un

periodo de isquemia en el corazón del perro era precedido por

una infusión de glucosa a través de las arterias coronarias

(la isquemia era inducida por oclusión aortica), la función

ventricular y la fuerza contractil mejorabannotablemente.

Weissler y col. (34) encontraron que tras una exposición de

30 minutos a condiciones de perfusión anokica, el corazón de

rata mejoraba notablemente en su desempeñoeléctrico y mecáni

co cuando se incluía glucosa en el liquido de perfusión. La
. l l . . . . ImlCIOSCOPIaelectronica de secc1ones del miocardio revelo que
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la perfusión anóiica sin glucosa originaba cambios morfológicos

a nivel de las mitocondrias y los tubulos longitudinales, que

no se manifestaban en los corazones perfundidos con glucosa.

A conclusiones parecidas llevan los trabajos de Opie (35),

Majid y col. (36) y otros. Comovemos, estos experimentos

revelan que la glucólisis puede desempeñarun papel importante

no 5610 a través de la provision de energía para el corazón

anóiico, sino también mediante la preservación de la integridad

estructural del órgano durante las condiciones adversas, ayu

dando luego a la posible recuperación de las propiedades fisio

lógicas normales.

En el caso de la intoxicación fluoroacetica, sin embargo,

existe una complicación adicional, debida a la acumulación de

citrato en el tejido. Se considera que el citrato puede actuar

comoinhibidor del flujo glucolitico, dado que es un poderoso

inhibidor de la fosfofructokinasa, enzimaque parece ser el

paso limitante de la velocidad de todo el proceso (37). Se

plantea entonces la posibilidad de que ademasde la lesión bio

química inicial, es decir, la inhibición de la aconitasa por

el fluorocitrato, se produzca un daño adicional derivado del

papel inhibitorio del citrato sobre el proceso glucolftico.

Esto privaria al tejido de los efectos protectores de la glucóL

lisis que hemosmencionadomas arriba. Por lo tanto, resulta

importante establecer cual es el efecto real del citrato en

este proceso.
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Medianteel presente trabajo se intenta contribuir al

conocimiento en este terreno. Se estudiaron aspectos de la

regulacion de la glucálisis y la glucogenáíiSis en relaCíóh

con el citrato y los otros metabolitos que tienen acción re

gulatoria y que se alteran por efecto del tó&ico. Tambiénse

trató de aclarar el efecto que tiene sobre estos fenómenos

el sindromediabético que se desarrolla en una etapa tardía

de la intoxicación.

Los estudios realizados acerca del efecto del FAc sobre

el proceso glucolitico en musculoprodujeron resultados varia

bles segun las distintas preparaciones utilizadas. Por

ejemplo, Clark y Riker, trabajando con musculo de rana tratado

con FAC"in vitro", encontraron que en esas condiciones la

velocidad de la glucálisis está incrementada (38). Otros

estudios, sin embargo, condujeron a pensar que la glucólisis

se inhibe comoconsecuencia de la intoxicación. Trabajando

con corazón de rata perfundido Bowmanencontró'acumulación de

glucosa intracelular y velocidad de fosforilacióñ de glucosa

disminuida utilizando FACen el liquido de perfusión (39).

Perfundiendo corazones de ratas previamente intoxicadas con

FAC, los resultados fueron cualitativamente similares.

En experimentos mas recientes, Williamson verificó'parte

de los resultados de Bowman,y demostró’que en corazones per

fundidos provenientes de ratas intoxicadas con FACexiste una

inhibición de la captación de glucosa (40). Además, el
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estudio de las concentraciones relativas de hexosa fosfatos

indicaba que en esas condiciones estaba inhibida la fosfo

fructokinasa (FFK). Sin embargo, al intoxicar los corazones

"in vitro", utilizando FACen el liguido de perfusion, la FFK

estaba activada.

Los estudios realizados "in vitro" sobre las propie

dades regulatorias de la FFK, revelaron que un numeroso grupo

de sustancias presentes en el medio intracelular son capaces

de modificar alostéricamente su comportamientocinético. En

particular, se vio que el ATPactua comoinhibidor a pH fisio

lógico, en tanto que el citrato es capaz de reforzar conside

rablemente el efecto inhibidor del ATP. Asimismo,el AMPy

el ADP,asi comola fructosa difosfato (FDP)y la fructosa-ó

fosfato (FóP), antagonizan dichos efectos inhibidores, y lo

mismosucede con el fosfato inorgánico (Pi) (41,42,43).

Ahora bien, se sabe que el equilibrio de concentraciones

entre dichos metabolitos esta intimamente asociado con el

mantenimiento de la integridad de los mecanismosenergéticos

del tejido. El FAc, puesto que.bloquea el metabolismo aero

bio, desplaza ese equilibrio de concentraciones en forma tal

que produce condiciones de activación de la FFK (menor ATP,

mayor AMP,Pi, etc.), pero por otra parte también produce una

espectacular acumulaciónde citrato, el cual es inhibidor de

la enzima. Los resultados divergentes obtenidos por Williamson

en sus experimentos fueron explicados postulando un predominio
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de los efectos inhibitorios del citrato en un caso, o de los

efectos activadores del AMP,Pi, etc. en el otro caso (40).

Más aun, en base a estos resultados y otros obtenidos también

en corazones perfundidos intoxicados (44), Williamson propuso

el siguiente mecanismopara la intoxicación en el tejido: la

inhibición de la aconitasa da lugar a disminución de las

reservas energéticas, defosforilación de los nucleótidos de

adenina, etc. En estas condiciones se produce una activa

cidn de la glucóíisis da lugar a la acumulaciónde piruvato,

y si la disponibilidad de oxalacetato es suficiente, se acumu

lara'citrato. El punto clave de la hipátesis es la suposi

ción de que la acumulación de citrato sera capaz de generar

una reactivación de la aconitasa, puesto que la inhibición

por el fluorocitrato es competitiva (45). La reactivación

de la aconitasa traería comoconsecuencia el mejoramiento del

balance energéïico del tejido, puesto que volverian a funcio

nar el ciclo de Krebs, la respiración celular y la fosforila

ción oxidativa. A raiz de todo esto aumentarian los niveles

de ATP, y la FFKresultaría inhibida por el efecto combinado

del ATPy el citrato. Esta inhibición de la FFK, y por lo

tanto del flujo glucolitico, resultaría finalmentefatal,

puesto que impediria que se siga acumulandocitrato para supe

rar la inhibicidn del ciclo. En apoyoa esta hipótesis, se

citan experimentos en los cuales se comprobóque la administra,I . l. .I
Cion de piruvato en el liquido de perfu51on, en corazones



-17

I' ' to
previamente intox1cados con FAc, produce no solo un aumenl

_ I

en el contenido de citrato, sino tambien en el de los demas
l' ' ' este se reac

componentes del ClClO, lo que parece indicar que

tiva. Ademasse produce un incremento en la fuerza con

tractil del órgano, indicando que el balance energetico ha

mejorado (44). Sin embargo, no se midieron en esos experi

mentos los niveles de ATP, AMP,etc., los cuales hubieran

podido aportar una indicación critica acerca de la viabili

dad de 1a hipótesis propuesta.

En este punto conviene mencionar otra serie de experi

mentos en los que se midieron los niveles de glucóbeno

cardiaco "in vivo", en ratas tratadas con FAC(46). En este

caso, a diferencia de los anteriores, las determinaciones se

efectuaron en función del tiempo de intoxicación. Los resul

tados fueron interesantes, dado que se obtuvo una curva bi

fásica del glucóoeno cardiaco, es decir, se observó primero

una brusca disminución seguida varias horas má; tarde por un

aumentohasta alcanzar valores similares a los de los con

troles. Se midieron tambiénel citrato cardiaco y la glu

cemia. El citrato aumentaba rapidamente, alcanzando un

makimovarias horas antes de que se iniciase la fase de acu

mulación de glucogeno. En cambio, el desarrollo de la

hiperglucemia caracteristica del sindromediabético se pro

ducía en forma paralela a los aumentos del glucóbeno cardiaco.

En 1a figura No.1 hemos reproducido la graficación de estos
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FIG. 1 .- Niveles de citrato y glucáéeno cardíacos, y azúbar san- ,
' guínea en ratas tratadas con fluoroacatato (6 mg/Kg,i.p.)

en funcióñ del tiempó de intoxicacióh. Cada punto es el
valor medio de 3 a 6 determinaciones. Las barras vertica
les reprasantan la desviacióh standard. El contenido de
citrato estuvo significativamente elevado (p < 0.001) duran
te todo el período estudiado, en tanto que los niVeles de
glucóéenodifirieron significativamente de los controles
sóïo durante las primeras 6 horas (p < 0.001), y los de
azúcares sanguíneos sólo aumentaron significativamente
después de las 12 horas (p < 0.001).
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que se puedan visualizar mejor las correlaCionesdatos para

temporales.

En la interpretacion de estos resultados es preciso

tener en cuenta diversos hechos relativos al mecanismode

regulación del contenido de glucóbeno cardiaco. Se sabe que

una rápida glucogenolisis, tal comola que se produce poco

tiempo despues de la intoxicación, suele obedecer a una

brusca activación de la fosforilasa, enzimaque degrada el

glucobeno a glucosa-l-fosfato (47). Esta activación puede

producirse por dos mecanismos: a) acumulación de AMP,que

es activador de la fosforilasa b, y disminucion del ATP,que

es inhibidor de la misma(47), o b) transformacion de la

fosforilasa b en fosforilasa a a traves de un mecanismoen

el cual juegan un papel importante las catecolaminas de las

terminales nerviosas adrenérgicas y el 3,5 AMPcíclico (48).

En cualquiera de los dos casos la glucogenóíisis incrementada

va acompañadapor una aceleración del flujo glucolítico, ya

que tanto el AMPcomoel 3,5 AMPcíclico son poderosos acti

vadores de la FFK(43). En base a esto, se consideró'que

la rapida glucogenóïisis que se observa poco tiempo despues

de administrar FACindica que en esas condiciones la glucoli

sis está probablemente acelerada, y se señaló comoposible

mecanismo, dadas las alteraciones que produce el FACen el

metabolismoenergetico, una activación de la fosforilasa y

de la FFKpor acción combinada del AMP,el Pi, la disminución
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del ATP, etc. (46). Sin embargo, la acumulacion de glucóí

geno que se produce en la etapa posterior no se puede inter

pretar fácilmente con sólo estos elementos de juicio. Un

analisis superficial llevaria a pensar que en esta segunda

etapa de la intoxicación el citrato acumuladoes capaz de

inhibir la fosfofructokinasa, y que eso lleva a una sintesis

incrementada del glucóbeno. En efecto, se ha sugerido que

una inhibición de la FFKpuede llevar a una acumulación de

glucóoeno, probablemente por alguno de los siguientes mecanis

mos: 1) por acción de masas, dado que se acumulan hexosa

fosfatos que son precursores en la biosintesis del glucóbeno,

o 2) a través de una activación de la glucóaeno sintetasa

por efecto de la glucosa-ó-fosfato acumulada(¿9). En el

caso de los animales diabéticos o ayunados, en los cuales

existen niveles incrementados de glucóbeno cardiaco, se acepta

que ocurre un mecanismode este tipo.

Pero en la rata intoxicada con FACexisten algunas

dificultades para aceptar esta interpretación. En primer

lugar, se observa en la fig. 1 la correlación en el tiempo

entre las curvas de citrato y de glucóbeno, se puede ver que

el citrato alcanza niveles makimosvarias horas antes de que

comience a reacumularse el glucógeno. De ocurrir el mecanismo

mencionadomás arriba, cabría esperar que la curva de glucóbeno

acompañasea la de citrato. 0 dicho de otra manera si los

niveles de AMP,Pi, etc. son tales que pueden contrarrestar
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el efecto inhibitorio del citrato durante las primeras 6

horas de 1a intoxicación, también deberian hacerlo más ade

lante, puesto que los niveles de citrato no aumentanen

forma muysustancial después de la 4a hora. Este razona

miento nos lleva a considerar la posibilidad de que en esta

segunda etapa de la intoxicación se produzca una modifica

ción en el estado energético del tejido, o sea en la rela

cio’n ATP/AMP+ Pi, que haga posible la inhibicio’n de la FFK

por el citrato. Unamanerade que esto ocurra seria a través

de un mecanismo como el postulado por Williamson, que hemos

descrito anteriormente (40).

Existen por supuesto otras posibilidades para expli

car lo que ocurre con el glucóbeno cardiaco en los animales

intoxicados. Unade ellas se pone de manifiesto al obser

var la correlación temporal entre la curva de glucóbeno y

la de glucemia (ver fig.1). En este caso las modifica

ciones son perfectamente paralelas, y si bien esto no implica

que la acumulación de glucóbeno cardiaco esté'causada por la

hiperglucemia, sugiere que esta posibilidad debe ser tenida

en cuenta. Comodejimos mas arriba, se sabe que en los

animales diabéticos o ayunados se produce una acumulación de

glucóoeno cardiaco, asi comouna inhibición de la FFKy de la

fosforilación y consumode glucosa en este mismotejido (50).

Este fenomeno no se produce en animales previamente adrena

lectomizados o hipofisectomizados (51). Experimentos
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llevados a cabo con corazones perfundidos sugirieron que en la

genesis de esta inhibición de la glucólisis pueden jugar un

papel importante los ácidos grasos libres y/o los cuerpos

cetónicos (acetoacetato, hidroxibutirato, etc.), que apare

cen en la sangre de los animales diabéticos o ayunados (52).

Mas aun, tanto la administracion de acidos grasos o cuerpos

cetonicos en la dieta de los animales, comola perfusion de

corazones con estas sustancias, provocaban un aumento en el

contenido de citrato del miocardio, por cuya razón se postulcr

que la inhibición de la glucálisis y la acumulaciónde glucóí

geno pueden estar mediadas por esta acumulación de citrato.

De acuerdo con esta hipátesis, uno de los papeles fisiolóí

gicos del citrato seria el de impedir el consumode glucosa

por el musculo y otros tejidos durante el ayuno. Sin embargo,

existe alguna evidencia de que, tanto los ácidos grasos libres

o los cuerpos cetónicos, comoalgunas hormonascorticosteroi

des pueden tener un efecto directo sobre el glucogeno cardiaco

y/o la glucóïisis, es decir, no necesariamente mediadopor

el citrato intracelular. En efecto, se vio que los acidos

grasos o los cuerpos cetonicos comotales, o sus acil co

enzima A derivados son capaces de inhibir directamente algunas

enzimas de la glucálisis, tal comolo hace el citrato con la

FFK(53,54). De ser cierta alguna de estas ultimas posibi

lidades, se podria explicar sobre esta base lo que sucede en
. . . .Ilas ratas intox1cadas con FAC,puesto que ex1ste correlac1on
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entre el aumentoen el glucopeno del miocardio y la hiperglu

cemia, pero no entre el glucóbenoy el citrato (ver fig.1).

Convieneaclarar que los autores que estudiaron en detalle la

diabetes fluoroacetica demostraron que la hiperglucemia va

acompañadapor una notable cetonemia (12,14). Si bien los

niveles sanguíneos de ácidos grasos libres no fueron estudia

dos, se sabe que usualmente aumentan en forma paralela con

los de los cuerpos cetónicos (55).

Otra manera de explicar los fenómenos observados, en

lo que respecta a las modificaciones en los niveles de gluco1

geno cardiaco, deriva de la relativa dificultad que parece

tener el citrato para atravesar 1a membranamitocondrial

(56). Se sabe que la FFKse encuentra en el compartimento

soluble de la célula (57), mientras el citrato es generado

en el interior de las mitocondrias. Para que exista un

efecto inhibitorio el citrato deberia atravesar la pared

mitocondrial. Si existe una barrera de permeabilidad, podría

suceder que el proceso de pasaje implique una demora mas o

menosconsiderable. Esta podria ser una posibilidad acepta

ble para explicar la falta de correlación temporal entre la

acumulación de citrato y la de glucóbeno. Sin embargo,

experimentos realizados recientemente indicaron que las mito

condrias cardiacas poseen un sistema de transporte específico

para el citrato, el cual es fácilmente expulsado de dichas
I . . . lparticulas s1 en el medio externo se encuentra algun anion
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capaz de ser intercambiado, en particular el 1-malato (58).

En animales tratados con FACse menciono'que el citrato cardía

co se distribuye preferentemente en la fracción soluble de

las céíulas, 1 hora después de la intoxicación, si bien el

autor trabajó,con dosis mayoresque las nuestras y no descri

bioíla metodologia empleadapara efectuar esas mediciones

(40).

Por otra parte, conviene recordar que una descarga de

catecolaminas en las terminales nerviosas adrenergicas del

miocardio seria también capaz de producir una activacion

transitoria de la FFKy la fosforilasa (59). Esto podria

.proporcionar otra explicación alternativa de los fenómenos

observados.

Objetivos generales x plan de trabajo

Comodijimos anteriormente, es importante establecer

cómo.se comporta el metabolismo anaerobio del miocardio du

rante la intoxicación, y en qué medida resulta afectado por

el citrato acumulado,o por cualquier otro factor que pueda

derivar de la acción del tókico. Los resultados descritos

en la sección precedente sugieren sobre esto diversas posi

bilidades, algunas de ellas de gran importancia toxicológica.

Por ejemplo, pudiera suceder que no sálo el citrato, sino

también la hiperglucemia, la cetonemia o algun otro factor
l . .conectado con el Sindromediabetico tengan un efecto
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lo tienen en el caso de la diabetes comun. Por otra parte,

la posibilidad de que el citrato acumuladoreactive la aconi

tasa y restituya el funcionamiento del metabolismoaerobio,

lo que, comovimos, es compatible con nuestros resultados

anteriores, es de enorme importancia no sólo desde un punto

de vista teórico, sinafundamentalmentepor las implicaciones

terapéuticas que tendria en caso de ser verificada.

En consecuencia, en el presente trabajo nos propusimos

ensayar cada una de las posibilidades que se han mencionado,

de forma de establecer el peso que pueden tener en el des

arrollo del proceso. Es decir, en lineas generales intenta

mosverificar si, comolo sugiere el comportamientodel glucóí

geno en el corazón intoxicado, existe inicialmente una activa

ción de la FFKo una aceleración en el flujo glucolítico, que

desaparece en una etapa posterior del proceso; y además

estudiar el mecanismode dichos fenómenos. Por ejemplo,

determinar que importancia tiene sobre los hechos estudiados

otras alteraciones que provoca el tókico: comola hiperglu

cemia y la cetonemia o una supuesta descarga de catecolaminas

cardiacas; verificar el papel que puedejugar la distribu

ción del citrato intracelular; tratar de caracterizar el

"estado energético" del tejido durante el curso de la intoxi

cación, de modode apreciar la medida en que pueda tener lugar

la hipátetica reactivación del ciclo y, en fin, medir todos
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los factores - o la mayor cantidad posible de ellos —que

intervengan en la regulación de la FFKy el flujo glucolíL

tico "in vivo", y tratar de correlacionar todos los datos

a la luz de los conocimientos sobre las propiedades regula

torias de dicha enzima.

El plan de trabajo propuesto abarco dos etapas. En

la primera de ellas se siguió trabajando con el glucogeno

cardiaco comoindicador, mientras se efectuaba la adquisi

cion del material y la puesta a punto de las técnicas que

iban a ser utilizadas posteriormente. Los experimentos que

se plantearon fueron los siguientes:

- Verificar si se produce la brusca glucogenólisis inicial,

después de la administración del tóíico, en animales pre

viamente reserpinizados.
. . . . . z .Ver Sl dicha glucogenóliSis se produce tambien en animales

. I .aloxan diabeticos.
. . 1 1 I zVer 51 la acumulac1on tardia de glucogeno cardiaco se puede

obtener también en animales previamente adrenalectomiza

dos.

Para una etapa posterior se propusieron los siguientes

experimentos:

- Medirel citrato cardiaco en distintas fracciones subcelu

lares a distintos tiempos despues de la administración

del tókico, de modode verificar si en algún momentose

encuentra acumuladoen las mitocondrias.
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- Medir los niveles cardiacos de AMP,ADP, ATPy fósforo

inorgánico, a distintos tiempos después de la intoxica

ción. Verificar si los datos son compatibles con la

hipótesis de que el citrato es capaz de reactivar "in

vivo" el ciclo de Krebs, y por lo tanto el metabolismo

aerobio del tejido.

Medir asimismo los niveles de hexosa-fosfatos durante la

intoxicación, en particular los de fructosa-ó-fosfato

y fructosa difosfato, de manerade tener una indicación

acerca del funcionamiento "in vivo" de la fosfofructokinasa

cardíaca.

Correlacionar los datos obtenidos "in vivo" con las pro

piedades de la FFK"in vitro", y en caso necesario realizar

experimentos adicionales "in vitro" utilizando las concen

traciones medidas de citrato, AMP;ATP, etc. a distintos
. . . . Itiempos despues de la 1ntox1cac10n.
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES

a) Sustancias Quimicas - Las siguientes sustancias se adqui

b

C

V

V

rieron en Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., U.S.A.:

Acido monofluoroacetico (sal sodica); adGHOSína5 mono

fosfato (sal monosóaica), adenosina 5 difosfato (sal di

sóaica), adenosina 5 trifosfato (sal disóaica); D-glucosa

6-fosfato (sal disóaica); D-fructosa-ó-fosfato (sal disó;

dica); D-fructosa-1,6—difosfato(sal tetrasóaica), acido

fosfoenolpirúaico (sal de triciclohexilamonio), NADH

(sal disócica), NADP(sal monosóaica); aloxano (monohidrato).

Todas las demassustancias utilizadas era de grado

analítico.

Enzimas - Se adquirieron en Sigma preparaciones comerciales

de: fosfoglucosa isomerasa (PGI), miokinasa (MK), hexo

kinasa (HK), piruvato kinasa (PK) y lactato deshidrogenasa

(LDH). A su vez, las preparaciones de aldolasa, triosa

fosfatoisomerasa (TIM)y glicerofosfato deshidrogenasa

(GDH)fueron compradas a D. F. Boehringer und Soehne,

G.m.b.H., Alemania, mientras que la glucosa-ó-fosfato

deshidrogenasa (G6PDH)fue adquirida a Calbiochem, U.S.A.

Animales - A lo largo de todo el estudio se utilizaron

ratas albinas machos. El peso fue de 120-140 g para los

experimentos con animales adrenalectomizados, y de 220

280 g para todos los_demas ensayos.
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METODOS

Tratamiento de los animales

a) Animales normales - Después de un ayuno de 24 horas los

animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico

(intraperitoneal, 50 mg/kg), y se dividieron en dos

grupos. Al grupo de intoxicados se le inyectó/FAC por

via intraperitoneal, dosis 6 mg/kg, disuelto en solu

ción fisiológica de ClNa. Al grupo control se le in

yectd una cantidad equivalente de solución fisiológica.

A distintos tiempos después de la administración del

tókico los animales fueron sacrificados mediante el pro

cedimiento indicado mas adelante. Durante las primeras

6 horas de la intoxicación los animales se mantuvieron

inconcientes aplicando dosis adicionales de pentobarbi

tal sódico cuando era necesario, de modode evitar las

convulsiones caracteristicas producidas por el FAC.

Los controles siguieron el mismotratamiento. En los

experimentos de 12 y 18 horas los animales fueron anes

tesiados con una dosis adicional de pentobarbital media

hora antes de ser sacrificados.

b) Animales diabéticos - La diabetes se indujo con aloxana,

siguiendo la técnica desarrollada por Kass y colabora

dores (85). Sólo se utilizaron soluciones de aloxana

recientemente preparadas y neutralizadas inmediatamente
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antes de ser inyectadas. El desarrollo de la diabetes

fue controlado mediante la determinación de glucemia en

muestras de sangre extraídas de la cola de los animales,

24 horas despues de la administración de aloxana. A

los animales hiperglucémicos (practicamente el 100%), se

les administró protamina zinc insulina diariamente, en

un dosaje de 12 U/kg, durante un periodo de 7 días. Este

tratamento fue empleadopara permitir la desintoxica

ción del organismo,puesto que la aloxana, ademas de su

efecto destructor sobre las células fi pancreáticas, es

un tó&ico de caracter general (60). La glucemia fue

determinada nuevamente 48 horas despues de suspender la

terapia insulinica, y las ratas cuya glucemia era más

del doble de la normal fueron utilizadas para los ensa

yos. La intoxicación de estos animales se realizó en

forma enteramente análoga a la que hemosdescrito para

las ratas normales, salvo que parte de ellos no fueron

ayunadosdurante las 24 horas previas a la administra

ción del tóiico por las razones que se explicaran má;

adelante. A estos animales se les permitiá libre acceso

a la comida.
. . I

c) Animales adrenalectomizados —La adrenalectomia se
. I . . . . . Ipractico en nuestro laboratorio, mediante una 1nC1510n

en la zona dorsal. Se utilizaron animales de 120-140 g

de peso, dado que la ausencia de depósitos adiposos en



la zona perirenal permitía una mayor seguridad en la

extirpación de las glándulas. Los animales adrena

lectomizados fueron mantenidos durante 3 días con libre

acceso al alimento, pero suministrandoles solución

fisiologica de ClNa comoliduido para beber. En estas

condiciones los animales no experimentaron pérdida de

peso ni comportamiento anómalo alguno. La comida les fue

retirada 24 horas antes de dar comienzoa los experimentos.

El tratamiento fue similar al descrito para los animales

normales, excepto el hecho de que la dosis de pentobar

bital sódico fue de 30 mg/kg, y la de FAC1.5 mg/kg, dado

que estos animales son más susceptibles a los efectos de

dichas sustancias.

.d
V Animales reserpinizados - En esta serie de experimentos

los animales fueron tratados con una dosis de 5 mg/kg

de reserpina, disuelta en propilen glicol, por via i.p.,
24 horas antes de ser intoxicados. En todo lo demas se

procediá en forma análoga a la descrita para animales nor

males.

Procedimientos para la toma de muestra de tejidos

a) Animales diabeticos¡ adrenalectomizados x reserpinizados
.1 . .En estos casos se procedio de la Siguiente manera: A

. . . l .. -./
los tiempos indicados despues de la administrac1on del

I - g atox1co se extraJeron muestras de sangre, -prev1a apertura
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del abdomen-, de la vena cava inferior, que fueron trans

feridas a tubos heparinizados para el posterior análisis
Í . l . Ide azucares. Inmediatamente despues se extrajo el corazon,

se escurriá sobre un trozo de papel de filtro, y se divi

did en dos porciones. Una de ellas fue introducida en

un tubo previamente trade conteniendo HOK33%, rabida

mente pesada y transferida luego a un baño de agua a

100°C, para el análisis de glucóbeno. La otra porción

de tejido cardiaco fue rábidamente desmenuzadaen frio,

pesada y transferida a un tubo homogeneizadortipo Potter

conteniendo acido tricloroacéïico 12,5%. Se honogeneizá

en frio, se ajustó el volumencon acido tricloroacético

frio y se centrifugó’durante 10 minutos a 3000 rpm. El

citrato se determino'sobre una parte alícuota del sobre

nadante.

b) Procedimiento Rara la determinacion de metabolitos

lábiles —Diversos autores han señalado que en un tejido

con alto consumode energia comoel corazón, la determi

nación de metabolitos lábiles comolos hexosa fosfatos o

los nucledtidos de adenina da resultados inexactos, a

menosque se adopten severas precauciones para evitar

transformaciones metabólicas durante la toma de muestra

de tejido (61).

De acuerdo con las indicaciones de dichos autores, se
Í . . . . . Í .empleo el Siguiente procedimlento para ev1tar al max1mo
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la anoxia del tejido durante el tratamiento previo a las

determinaciones químicas. A los tiempos indicados des

pués de la intoxicación las ratas anestesiadas fueron

colocadas sobre una pequeña mesa de operaciones, sujeta

das con una banda elástica, y se les practicó'una cann

lizacion de la tráouea por donde se les comenzórainsuflar

aire ritmicamente mediante una perilla. Inmediatamente

fue abierto el tórax y el corazón se congelo'instantanea

mente "in situ" utilizando pinzas (tipo Wollemberger)

previamente sumergidas en nitróbeno líouido (61). Sólo

fueron utilizadas las porciones de tejido que habían que

dado comprimidas entre las paredes de la pinza, o sea

que se habian congelado instantáneamente. -Este tejido

fue pulverizado en un mortero, manteniéñdolo siempre

sumergidobajo nitróbeno líquido, luego transferido a un

recipiente de homogeneización previamente tarado con una

cantidad de Clo4fi 6%, pesado rápidamente y homogeneizado

en un homogeneizador tipo Potter con émbolo de Teflon.

Después de ajustar el volumn, se transfirió’a un tubo de

centrífuga y se centrifugó’en frío a 3000 rpmdurante

10 minutos. El sobrenadante fue neutralizado con CO3K2
5 Mutilizando azul de bromotimol comoindicador. Tras

una nueva centrifugación en frío para separar el 01045
formado, el sobrenadante fue inmediatamente congelado y

conservado a -50°C hasta el momentode realizarse las
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determinaciones químicas.

Mediciónde la distribución del citrato - Para realizar

estos experimentos se pensó en utilizar un método de pre

paración de las mitocondrias cardiacas que implicase un

minimode daño de dichas particulas, para tener una cier

ta garantia de que sus propiedades de permeabilidad no

iban a resultar modificadas por los procedimientos emple

ados. En este sentido, nos pareció'adecuado el método

descrito por Tyler y Gonze (63), dado que 1a utilización

de proteinasa bacteriana permite que la homogeneización

mecánica pueda realizarse en condiciones muchomás suaves

que en los métodos convencionales. Según los autores,

las mitocondrias obtenidas por este método son de superior

calidad, en virtud de que mantienen intactas todas sus

propiedades. Sin embargo, la obtención de las mitocon

drias purificadas implica una serie de pasos de centrífu

gación fraccionada, lavados, etc., lo cual hace pensar

comoprobable que el citrato, o parte de él, aun en caso

de estar originalmente retenido en el interior de dichas

particulas, puede difundir durante los procedimientos.

Para evitar al makimoesta posibilidad, pensamosen

determinar el citrato en el sobrenadante de 8000 g (libre

de mitocondrias), obtenido rápidamente después de homo

geneizar el tejido siguiendo las indicaciones de Tyler

y Gonze. Esta es la forma mas rapida de separar las



mitocondrias de la fraccióp soluble (poco mas de 10

minutos), si bien tampocopuede ofrecer absolutas garan

tias acerca de que los resultados reflejen la realidad

en el interior del tejido.

El procedimiento fue el siguiente: una vez sacrifica

dos los animales, el corazón fue extraido rapidamente,

enfriado, pesado, cortado en trozos y lavado con 10 vol

de medio MSEfrio (manitol 0.225 M, sacarosa 0.075 M y

EDTA0.05 M, pH 7.4). Luego el tejido se transfirio'a

un recipiente homogeneizador, se agregaron 5 ml de MSE

conteniendo 10 mg de proteinasa (Nagarse), y se homogenei

zó'durante 30 segundos haciehdo bajar y subir 3 veces el

émbolo de Teflon. Inmediatamente se llevolel volumen

a 40 ml con MSEfrio, y se continuó la homogeneizacióh

durante 30 segundos adicionales. En este punto se se

paró el homogenatoen dos porciones, una de las cuales

fue rápidamente centrifugada a O°Cdurante 10 minutos a

8000 g. Los volumenes de homogenato total y de sobre

nadante de 8000 g fueron medidos, y las determinaciones

de citrato se efectuaron sobre alicuotas de cada una de

estas fracciones, previa desproteneización con 01043

utilizando la tecnica que se indica mas adelante. Se

calculó de esta manerala proporcion del citrato total

que se recuperaba en el sobrenadante libre de mitocon

drias.
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d) Experimentos con FFK"in vitro" - La FFKde corazón de

rata fue purificada siguiendo el métododescrito por

Pogson y Randle (64), mediante el pasaje del homogenato

del tejido preparado con buffer Tris 50 mM-EDTA2mM,

pH 8.0, a través de una columna de DEAEcelulosa. Esta

preparacion estaba libre de NADHoxidasa y prácticamente

libre de ATPasa. Debido a que la enzima purificada es

relativamente inestable en solución, se preparaba todos

los dias entes de comenzar los experimentos. La acti

vidad especifica de los preparados oscilaba alrededor

de 1 U/mg de proteina.

La actividad total en los extractos se midio’enzimaL

ticamente por conversión de FDPglicerofosfato, utilizando

aldolasa, TIM y GDHcomo enzimas auxiliares (65). La

desaparición de NADHen función del tiempo se midiá a

340 mu; la temperatura de los ensayos se fijó en 37°C.

La mezcla de reacción contenía: Tris 50 mM,C12Mg5 mM,

ATP 2 mM, ClK 125 mM, NADH0.1 mM, 20 ug aldolasa, 10 ug

GDHy 10 ug TIM, pH final 7.5. Después de agregar el

extracto enzimático (usualmente 20 ul), se dejaba trans

currir 2 minutos para alcanzar equilibrio térmico, y

luego se iniciaba la reacción por el agregado de F-ó-P,

concentracion final 2 mM. Se tomaban lecturas cada

15 segundos durante un periodo de 2-3 minutos. La

velocidad siempre era lineal durante este lapso. Se
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definió 1 unidad comola cantidad de enzima que catali

za la formación de 1.0 umol de FDR/min a 37°C.

Ernnuestros experimentos, nos interesaba medir la

actividad relativa de la FFKal colocarla en medios en

los cuales las concentraciones de los sustratos y demas

metabolitos reproducen las halladas en el tejido, a

distintos tiempos después de la intoxicación con FAC.

En este caso fue necesario dializar las enzimas auxi

liares, porque las preparaciones comerciales contienen

sulfato de amonioconcentrado, el cual es capaz de

antagonizar los efectos inhibitorios del ATPsobre la

PFK (64). Una mezcla de 2 mg de aldolasa, 0.4 mg de

TIM y 0.4 mg de GDH,fue dializada contra buffer EDTA

0.001 M, pH 6.0 durante 4 horas, renováhdose 3 veces

el buffer. De esta manera la mayorparte del sulfato

de amonio es eliminado (66).

En la realización de estos experimentos se utilizaron

3 mezclas de reacción, basadas en las concentraciones

de metabolitos calculadas a partir de los datos que obtu

vimos en los animales controles, y en los intoxicados

de 8 hora y 18 horas. Comopuede verse en la Tabla 8

en estos tiempos se obtuvieron las condiciones extremas

de predominio de activadores e inhibidores, respectiva

mente. En los demás tiempos las condiciones fueron

intermedias, de modoque obviamente no era necesario
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preparar mezclas de reacción para todos los casos.

Para calcular las concentraciones intracelulares se

adoptó’arbitrariamente el valor de espacio de manitol

utilizado por Kraupp y col.(67), suponiendo además que

dicho valor es constante a lo largo de la intoxicación.

El agua total del tejido, por otra parte, fue medida

por nosotros y resultó’constante a lo largo de todo el

proceso (68).

Las mezclas de reacción se preparaban agregando las

cantidades adecuadas de las siguientes soluciones:

ATP 30 mM; ADP 10 mM; AMP 10 mM; citrato de sodio 125

mM;fosfato de potasio 0.2 M; glucosa-ó-fosfato 25 mM;

comopara que la concentración final de cada reactivo

fuera la expresada en la Tabla 1, A su vez, en todos

los ensayos se agregaban C12Mg,concentración final

5 mM, ClK 125 mM, Tris 0.3 M y NADH1 mM. El volumen

se ajustaba a 1.0 ml. El pH de los ensayos se modi

ficó dentro de cierto rango por previo ajuste con solu

ciones concentradas de HONao ClH, pero como el agrega

do del extracto de FFKy de enzimas auxiliares producía

modificaciones en el pH de las mezclas, los valores

exactos se determinaban en cada cubeta al final de cada

reacción.

Una vez preparadas las mezclas de reaccion, se agre

gaba la cantidad adecuada de FFK (200-400 ul) y de
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enzimas auxiliares, se dejaba transcurrir un periodo de

5 minutos para equilibracióh del sistema, y luego se ini

ciaba la reacción por el agregado de la cantidad apropia

da de solución 25 mMde fructosa-ó-fosfato. Se tomaban

lecturas cada 5 segundos durante 2-3 minutos, utilizando

para los calculos de actividad la parte lineal de la

curva de velocidad en función del tiempo. Para verifi

car que la cantidad de enzimas auxiliares que se habían

agregado era adecuada, se repitieron algunos ensayos

agregando doble cantidad de las mismas, y verificando

que la velocidad de la reacción medida era la misma (69).

La actividad de la FFKen estos ensayos se expresó,

refiriéndola a la actividad total de la enzimaque se

habia agregado en cada ensayo, tal comose habia deter

minado por el método que describimos más arriba. De

modoque los resultados se expresaron como umoles de

FDPformada por minuto/unidades de FFKagregadas.

La exactitud de las concentraciones finales de los

sustratos y otros metabolitos fue verificada mediante

determinaciones utilizando las técnicas que describimos

mas adelante.

I l . . . .Metodosde analisis utilizados

La glucosa en sangre fue determinada con reactivo

arseno-molibdico, siguiendo el método de Somogyi-Nelson
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(70). El glucooeno cardiaco fue estimado por el método de

Krisman (71), después de precipitarlo con etanol de la solu

ción de HOK33%. Para las mediciones de citrato se utilizó,

el método de la pentabromoacetona descrito por Natelson y

colaboradores (72). Sin embargo, en los experimentos en

que se midió la distribución del citrato fue necesario re

currir a otra técnica, ya que la sacarosa presente en estos

casos interferia en el procedimiento. Después de despro

teinizar el homogenatoy el sobrenadante de 8000 g con

C1043, concentración final 6%, se centrifugóllo minutos a

3000 rpm, se neutralizó con 003K2 5 M, se centrifugó’nueva

mente para eliminar el C1043formado, y se determinó'el
citrato en el sobrenadanteutilizando aconitasa y isocitra

to deshidrogenasa, midiendo la reducción de NADPa 340 pm

(73). La aconitasa fue preparada en nuestro laboratorio a

partir de corazón de rata, de acuerdo con el método de

Siebert (74).

Los niveles de G-ó-P, F-ó-P y ATPfueron estimados

sucesivamente en el mismoensayo mediante el agregado de

G-ó-PDH, PHI y glucosa-HK. Se midio la reduccion de NADP

producida en cada caso (75). Una parte de las mediciones

de ATPse efectuaron por el procedimiento de la luciferasa

(76). La luminiscencia producida se midio en un espectro

fotometro Beckman DU. Ambosmetodos para determinar ATP

produjeron resultados concordantes.



El contenido de FDPse midió'mediante el agregado de

aldolasa, TIMy GDH,determináhdose espectrofotométricamente

la oxidación de NADHproducida (77). Similarmente se de

terminaron los niveles de AMPy ADP agregando LDH, PK, MK

y fosfoenolpiruvato (78).

El contenido de fosfato inorgánico en tejido se de

termino por el procedimiento de Martin y Doty (79). Se

puso especial énfasis en evitar interferencias debidas a

la hidrólisis de la creatina fosfato, para lo cual se tra

bajó con la makina rapidez. La formación del fosfomoli

bdato y su extracción en isobutanol-benceno se llevo'a

cabo inmediatamente después de terminada la desproteiniza

ción de las muestras, todo en frío. En estas condiciones

la creatina fosfato interfiere en grado minimo. Por otra

parte, el fosfato inorgánico en suero se determinó'por el

método de Fiske y Subbarow (80).

Análisis estadístico de los resultados

Para evaluar la significatividad de los resultados se

aplicó la prueba de t de Student (99) :onsíderandose esta

dísticamente significativas aquellas diferencias que arro

jaron un p = 0.05 o menor.
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RESULTADOS

Animales aloxan-diabeticos x adrenalectomizados

En la Tabla 1 se han expresado los niveles de gluco1

geno y citrato cardiacos, así comolos de glucosa sanguínea,

en animales aloxan-diabéticos antes y después de la adminis

tración de FAC. Se trabajo'con animales ayunados y sin

ayunar, debido a que, comoha sido exhaustivamente demonstrado

por otros autores, en estas condiciones se producen notables

cambios en los niveles sanguíneos de cuerpos cetónicos y

acidos grasos libres (81), asi comoen la glucemia de estos

animales. Pese a ello, no se notaron apreciables diferen

cias en lo que respecta al efecto glucogenolitico producido

por el FACcorto tiempo después de su administración.

En el caso de las animales adrenalectomizados, los

resultados pueden observarse en las fig. 2, 3 y 4. Si bien

fue necesario utilizar una dosis menor de FAC,dado que estos

animales son más sensibles al tókico y no sobreviven una

dosis comola que utilizaramos con las ratas normales, se

puede ver que afin con esta dosis se obtiene una notable de

gradación del glucógeno cardíaco. Pero lo que es más inte

resante es que también en este caso se produce una recupera

ción de los niveles de glucógeno en una etapa posterior de

la intoxicación. Los niveles de citrato por su parte siguen

una curva similar a la observada en animales normales, pero con

la glucemia no sucede lo mismo. En este caso no se produce
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una hiperglucemia en la segunda etapa de la intokicacion.

Es interesante notar también que la fase de recuperación

del glucóbeno se produce entre la cuarta y la sexta hora,

en tanto que en los animales normales este fenómeno se pro

ducía entre las 12 y las 18 horas. Esta diferencia podría

deberse a la distinta dosis utilizada.

Animales reserpinizados

La rápida degradación de glucóbeno cardíaco producida

por el FACtambién se observa en animales reserpinizados 24

horas antes de la administracion del tókico, tal comose

puede apreciar en la Tabla 2. Se ha demonstrado que la dosis

de reserpina utilizada es suficiente para vaciar totalmente

los depósitos de noradrenalina endóbena en el miocardio (82).

Medidasde distribución de citrato

En la Tabla 3 se han expresado los datos obtenidos en

las mediciones de la concentración de citrato en homogenato

total y en sobrenadante de 8000 g. Se ve que entre un 65%

y un 70%del citrato presente en el tejido puede ser recupe

rado en el sobrenadante libre de mitocondrias. Estos resulta

dos son compatibles con datos informados previamente (40), si

bien en ese caso se utilizó una dosis de FAC3 veces mayor
. . / z

que la que usamos nosotros, y no se describio la metodologia

empleada.



TABLA 1

GLUCOGENO Y CITRATO CARDIACOS Y GLUCOSA SANGUINEA EN

RATAS ALOXAN'DIABETICAS 90 MINUTOS DESPUES DE FAC

Glucóbeno mg/g Citrato Í Glucosa en
tejido húmedo pg/g tejido humedo sangre

mg/lOO ml

Control 8.5 i 0.3 120 i 11 195 i 10
Ayunados * *

FAC 0.2 i 0.04 1165 i 93 195 i 17

No Control 8.1 i 0.3 123 i 27 270 i lO
* *

Ay‘mad“ FAC 0.6 :I: 0.05 841 :l: 90 379 :t 4o

* P < 0.001

Los datos se expresan comopromedios de 5 determinaciones i

error standard del promedio. La diabetes fue inducida con

aloxana de acuerdo con el metodo de Kass y col. (ïí). Los

animales ayunados fueron privados del alimento 24 horas antes

de ser sacrificados. La dosis de FACfue de 6 mg/kg.



TABLA 2

GLUCOGENO Y CITRATO CARDIACOS EN RATAS

RESERPINIZADAS TRATADAS CON FAC.

Glucogeno mg/b Citrato pg/g
tejido húmedo tejido húmedo

Controles ( 5) 8.8 i 2.7 136.8 i 42.8

. * «iIntox1cados (10) 0.4 i 0.15 957.7 i 207.8

* P < 0.001

Se inyectó reserpina 5 mg/kg, 24 horas antes de la adminis

tración del FAC(6 mg/kg). Los números entre paréntesis

indican la cantidad de animales en cada grupo. Los valores
. . .í .

son promedios i desv1ac1on standard de promedio.
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TABLA 3

CONTENIDO DE CITRATO EN HOMOGENATOTOTAL Y EN SOBRENADANTE

DE 8000 g DE CORAZON DE RATAS INTOXICADAS CON FAC

Homogenatototal Sobrenadante 80009 %Citrato en
pg/g tejido humedo gg/g tejido humedo sobrenadante

Controles 264 i 33 213 i 37 80.5

FAC% hora 602 i 124 406 i 26 67.4

FAC 1 hora 906 i 89 635 i 25 70.0

La dosis de FACfue 6 mg/kg - Los valores son promedios de

4 experimentos i error standard del promedio.
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FIG. 2 .-‘ Contenido de glucágeno cardíaco en ratas adrenalectomizadas
a distintos tiempos después de la intoxicación con f1uoroace—
tato (1.5 mg/Kg,i.p.). Los animales fueron tratados ü días
después de la extirpación de las glándulas. Durante dicho
período fueron mantenidos administrándoseles ClNafisiológi
co comolíquido para beber. y Se les permitió libre acceso
al alimento, pero fueron ayunados por 24 horas antes de co
menzar los experimentos. Cada punto es el valor medio de u
a 6 determinaciones; las barras verticales indican la desvia
ción standard del promedio. Sólo los datos de glucógeno a l
hora (p < 0.05) y a 2 y 3 horas (p < 0.001) después de inyec
tar fluoroacetato difirieron de los controles en forma esta
dísticamente significativa.
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Contenido de citrato cardiaco en ratas adrenalectomizadas,
a distintos tiempos después de la administración de fluore
acetato (1.5 mgKg, i.p.). Las condiciones fueron idénticas
a las descritas en la Fig. 2. Cada punto es el valor medio
de 4 a 6 determinaciones; las barras verticales indican la
desviación standard del promedio. Todos los valores corres
pondientes a animales intoxicados difirieron de los contro
les en formaestadísticamente significativa (p < 0.05).
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FIG. 4 .- NiVeles de azúcar reductor en sangre de ratas adrenalectomiza
das a distintos tiempos después de la administración de fluore
acetato (1.5 mg/Kg,i.p.). Las condiciones fueron idénticas a
las descritas en la Fig. 2. Cada punto es el valor medio de h
a. 6 determinaciones; las barras Verticales indican la desvia
ción standard del promedio. Los datos correspondientes a 2 y
3 horas despues de la administración del tóxico fueron signi
ficativamente menores que los respectivos controles (p < 0.05).
A otros tiempos no hubo diferencias significativas (p > 0.2).
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. .I .
DeterminaCionde varios fosfatos de "alta energía" y

I . I.
fosforo inorganico

En la Tablas 4 y 5 se pueden apreciar los valores

obtenidos en las determinaciones de AMP,ADP, ATPy fósforo

inorgánico. Los mismosdatos han sido graficados en las

figs. 5 y 6, expresandolos comoporcentaje de los respecti

vos controles.

Los valores normales de nucleotidos de adenina que

hemosobtenido guardan estrecha coincidencia con los in

formados previamente por otros autores (83, 84). Lo

mismosucede con los datos de fósforo inorgáhico (86).

En los animales tratados con FAC, el ATPcardíaco

disminuye considerablemente desde una fase temprana de

la intoxicación. Mediahora después de la administra

ción del tokico se registran niveles del orden de 65%de

los normales, y durante las primeras 6 horas de la intoxi

cación apenas se producen pequeñas alteraciones adicio

nales, pero a las 12 y las 18 horas el contenido de ATP

es afin'menor: alrededor de un 45%de los valores normales.

Los niveles de AMP,por otra parte, se elevan considera

blemente durante las primeras 3 horas, para descender luego

a valores que no difieren significativamente de los nor

males. En el caso del ADPsucede algo parecido: los

valores se elevan durante la primera hora de la intoxica

ción, pero descienden más adelante. A partir de la sexta
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hora el contenido de ADPen los corazones intoxicados es

significativamente menorque en los controles.

En lo que respecta al fósforo inorgánico, se acumu

la rápidamente después de la administración del tóxico.

Hacia la cuarta hora los valores son aproximadamente 4

veces mas altos que en los corazones normales. Posterior

mente se produce un descenso considerable, pero los valores

siguen siendo significativamente más altos que en los con

troles. A las 18 horas el fósforo inorgáhico en los cora

zones intoxicados duplica al de los normales.

Comose puede observar en la fig.6 , el fosfato

inorgánico del suero se eleva constantemente durante todo

el periodo en estudio.

_ . IDeterminac1on de hexosa fosfatos

Los niveles de fructosa-ó-fosfato y de fructosa

difosfato en los animales normales fueron tomados como

indicadores para verificar que la técnica de extracción de

muestra y preparacián del tejido utilizada por nosotros

era adecuada. De esta forma, fuimos modificando sucesi

vamente el procedimiento hasta que los valores normales de

F-ó-P, FDPy la relación FDP/F-ó-P estuvieron-en plena con

cordancia con los informados previamente por otros autores

(67). Tambiénlos niveles de G-ó-P en los contróles coin

cidieron con los determinados anteriormente (67).



TABLA 4

NIVELES CARDIACOS DE NUCLEOTIDOS DE

ADENINA DURANTE LA INTOXICACION

Tiempo N ATP ADP AMP
hs

umol/g tejido humedo

0 10 4.25 0.22 0.69 i 0.040 0.139 i 0.011
** ***

3 9 2.86 0.13 0.81 i 0.067 0.236 i 0.019
*** ** ¡"INI1 lO 2.27 0.21 0.90 i 0.058 0.230 i 0.025
**

2 7 2.42 0.28 0.63 i 0.034, 0.220 i 0.067
**

3 5 2.58 0.21 0.65 i 0.077 0.176 i 0.065

4 7 2.70 0.43 0.56 i 0.058 0.125 i 0.020
** i

6 8 2.74 0.58 0.54 i 0.045 0.117 i 0.024
*** *-I'12 9 1.56 0.11 0.49 i 0.063 0.102 i 0.016
*** ***

18 10 1.97 0.12 0.33 i 0.053 0.113 i 0.011

* P < 0.05 ** P < 0.01 *** P < 0.001

La columna N indica el número de animales en cada grupo. Los

valores estáh expresados comopromedio i error standard del

promedio.

caso por comparacióh con el grupo control (O hs).

La significatividad estadística se calculá en cada
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TABLA 5

NIVELES DE FOSFORO INORGANICO EN CORAZON
Y EN SUERO DURANTE LA INTOXICACION

Tiempo Pi cardíaco Pi suero
N umol/g ,

hs tejido humedo pmol/ml

O 10 2.81 i 0.17 1.82 i 0.17
***

35 9 4.99 :k 0.70 2.20 :k 0.48
***

1 10 7.16 i 0.36 2.16 i 0.17
***2 7 7.21 i 0.41 2.34 i 0.10
*** ***3 5 8.66 i 0.28 3.54 i 0.33
*** ***

4 7 10.98 i 1.25 3.71 i 0.31
*** **6 8 9.49 i 0.37 3.03 i 0.37
*** il"!12 9 7.50 i 0.60 4.18 i 0.19
*** ***18 10 5.71 i 0.29 5.04 i 0.62

* P < 0.05 ** P < 0.01 *** P < 0.001

La columan N indica el niñera de animales en cada grupo. Los

valores estáh expresados comopromedio i error standard del

promedio. La significatividad estadística se calculó en

cada caso por comparacióh con el grupo control (O hs).
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FIG. 5 .- Alteraciones en los niVeles cardíacos de AMP,ADPy ATP

a distintos tiempos después de la intoxicacióh con fluo
roacetato (6 mg/Kg,i.p.) en ratas. Los datos han sido
expresados comoporcentajes de los respectivos valores
controles. Cada punto corresponde al valor medio de 5 a
10 determinaciones. La significacióh estadística de las
diferencias se describe en la Tabla 4.
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FIG. 6 .- Fósforo inorgánico en tejido cu‘díaco y en suero a dis
tintos tiempos después de la intoxicacióh con fluoroace
tato (6 mg/Kg,í.p.) en ratas. Los datos han sido expre
sados comoporcentajes de los respectivos valores contro
les. Cada punto corresponde al valor medio de 5 a lO de
terminaciones. La significacióh estadística de las dife
rencias se puede observar en la Tabla 5.
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Las alteraciones producidas en el contenido cardíaco

de estos compuestos durante la intoxicación se pueden obser

var en la figs. 7 y 8 y en la Tabla 6. Durante la primera

hora se produce un aumento significativo de GóPy FóP.

Mas adelante los niveles de FóP descienden a valores simi

lares a los de los controles, en tanto que los de G6Pper

manecenelevados, pero las diferencias son de escasa signi

ficatividad estadistica, exceptuandolos datos de 6 horas

después de FAC.

En lo que respecta a los niveles de FDP, no difieren

significativamente de los de los corazones normales en

ningún momento.

La relación entre FDPy FóP, por otra parte, que ha

sido tomada comoparametro indicador de la actividad "in

vivo" de la fosfofructokinasa (67), tampocopresenta dife

rencias significativas con respecto a los valores normales

durante todo el curso de la intoxicación.

Medidasde la actividad de la fosfofructokinasa "in vitro"

Los resultados de estos experimentos se pueden apre

ciar en la fig. 10. Tal comohabia sido observado previa

mente en el caso de la enzima extraída de musculo de rana,

ratón y conejo, asi comola de corazón de oveja (69, 87),

pudiemos comprobar que también la FFKde corazón de rata

es extremadamente sensible a las variaciones de pH} Asi
. I .se puede observar que en la mezcla de reac01on correspondiente
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a los controles, un desplazamiento de pH de 7.10 a 7.20

produce una actividad enzimática 25 veces mayor. En las

mezclas de reacción correspondientes a animales intoxica

dos se observa un fenómeno similar, si bien de mucho menor

magnitud, pero a valores de pH sensiblemente más bajos.

Por lo tanto, encontramos que en el rango de pH que va

desde 6.80 hasta 7.10 la actividad de la FFKes muchomayor

en las mezclas de reacción que reproducen las condiciones

de los animales intoxicados que en la mezcla "control".

A su vez, y tal comopodia esperarse sobre la base de los

datos mencionados en la Tabla 8, se puede ver que la acti

vidad en la mezcla de reacción correspondiente a FAC- 18

horas es muchomenor que la que existe en la mezcla corres

pondiente a FAC- 1 hora. A valores de pH superiores a

7.30, la enzima está inhibida en las mezclas correspondientes

a animales intoxicados comparadacon los controles. A valo

res de pH inferiores a 6.60 la actividad es muybaja, y es

igual en todas las mezclas de reaccion, cualquiera sea las
I , I . .concentraciones de ATP,AMP,fosforo inorganico, Citrato, etc.
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FIG. 7 .—Niveles cardíacos de glucosa-ó-fosfato (G6P), fructosa—ó—fos

fato (F6?) y fructosa difosfato (FDP)en funcíóh del tiempo
después de la administracióh de fluoreacstato (6 mg/Kg,i.p.),
en ratas. Los resultados han sido expresados comoporcentajes
de los respectivos valores controles. Cada punto corresponde
al valor medioresultante de a a 9 determinaciones. la signi
ficatívidad estadística de las diferencias Se describe en la6o
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FIG. 8 .- Variación en la relacio'n de concentraciones de fructosa di

fosfato y fructosa-ó-fosfato, en tejido cardíaco, durante
la intoxicacion con fluoroacetato (6 ¡ng/Kg,i.p.) en ratas.
Las condiciones son idénticas a. las descritas en la fig. 7.
Ningunade las diferencias observadas con respecto a los
controle s tuvo si gnifi catividad estadí sti ca..



TABLA6

CONTENIDOSCARDIACOSDEHEXOSAFOSFATOSYCITRATODURANTELAINTOXICACION

TiempoGóPFóPFDPFDP/FÓPCitrato

N

hr“mol/gtejidohúnedo

o130.326i0.0410.091i0.0080.013i0.0020.1270.96i0.10 a50.538i0.058*0.109i0.0350.011i0.0020.1092.66i0.32*** 190.495i0.029**0.120i0.009*0.013i0.0020.0985.33i0.27*** 270.384i0.0730.102i0.0160.013i0.0020.1226.32i0.38*** 3a0.423i0.0250.087i0.0060.015i0.0020.1699.77i1.1o*** 450.438i0.0440.106i0.0190.012i0.0020.1139%45i1.28 670.497i0.0630.097i0.0160.011i0.0040.12610.23io.6o***
1240.298i0.0120.087i0.0120.010i0.0010.11411.45i0.45*** 1a90.403i0.0450.100i0.0100.012i0.0040.12112.54i0.29*

*P<0.05**P<0.01***p<0,001Losdatosestánexpresadoscomopromedioi errorstandarddelpromedio.LacolumnaNindicaelnúherocie: animalesencadagrupo.LosvaloresdeFDP/FÓPsonmediasgeométricas:x1x2...x .Lasignificantividaddelasdiferenciasenestecasosecalculósobrelabasedeun"testdet"realizadosobrelos logaritmosdelosvaloresindividualesdelarelacióhFDR/FóP(67).

.52.
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TABLA 7

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE ENSAYO DE LA FOSFOFRUCTOKINASA

"IN VITRO"

Concentraciones finales en el medio (mM)
Metabolitos

Control FAC 1 hr FAc 18 hs

GóP 0.55 0.85 0.70

FóP 0.16 0.21 0.17

AMP 0.24 0.39 0.19

ADP 1.18 1.53 0.57

ATP 7.30 3.70 3.40

P1 4.85 12.20 9.80

Citrato 1.66 9.20 21.50

Todos los medios de reacción contenían Tris 150 mM,Cleg

5 mM, ClK 125 mMy NADH0.1 mM, junto con 1a cantidad

adecuada de enzimas auxiliares dializadas (20-40 pl) y pre

paración de FFK (200-400 pl). El volumen final era 1.0 m1.

El pHdel buffer Tris se modifico en el intervalo de 6.0 a

8.0, pero los valores exactos del pH de reacción se tomaron

en cada cubeta al finalizar las mediciones.
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FIG. 9 .- Niveles de citrato cardíaco durante la intoxicacióh con
fluoroacetato (6 mg/Kg,i.p.) en ratas. Los resultados han

sido expresados comoporCentajes de los respectivos valores
controles. Cada punto corresponde al Valor medio resultan
te de 4 a 9 determinaciones; En todos los casos, las dife
rencias con respecto a los controles fueron estadística
mente significativas (p < 0.001).



TABLA 8

REIACION ENTRE CONCENTRACIONES DE ACTIVADORES E

INHIBIDORES DE LA FOSFOFRUCTOKINASA CARDIACA A

DISTINTOS TIEMPOS DESPUES DE FAC

Tiempo (AFP) (ADP)(FDP) (F6P) (Pi) -5
R: 10 )

horas (ATP)(Citrato)

O 7.8

0.5 15.0

l 19.1

2 8.7

3 5.1

4 3.8

6 2.3

12 1.8

18 0.9
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FIG. lO .- Actividad in vitro de la fosfofructokinasa purificada
a partir de corazon de rata, en medios de reaccion que
reproducen las concentraciones de metabolitos calcula
das a partir de los niveles tisulares determinadosin
vivo. Los resultados se expresan como"actividad rela
tiva”, es decir, la actividad en el medio en ensayo re
ferida a la actividad de una cantidad equivalente de en
zima medida tajo condiciones óptimas. El pH de los medios
se m°d1Ï1°6 lndePÉpdientemente. La composición de las
mezclas de reaccion se describe en la Tabla 7.

u
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DISCUSION

./ í I .
La brusca degradac1on del glucogeno cardlaco produc1da

. . . I z
inmediatamente despues de la adm1n1strac10n de FAC, sugerla

l
que, similarmente con lo que ocurre cuando el organo se some

. . . l. I .l
te a anox1a o lsquemla, el tox1co produc1a una acelerac1on

. u n .Idel ÍIUJO glucolítlco debldo a la degradac1on de ATPy la
.f I . l. .

acumulac1on de AMP,fosforo 1norgan1co, etc. (46). Una p051
.. . I . /.. .

bllldad alternatlva ser1a que dlcha glucogenollsls hublese

sido causada por una brusca descarga de catecolaminas de las
. . r . r .termlnales nerv1osas adrenerglcas (59). bn este caso dlcho

I , .
fenomenono deberla observarse en anlmales pretratados con

. a. . z
reserplna, donde los dep051tos de catecolamlnas endogenas han

sido vaciados (82). Nuestros resultados muestran que en.. /..
las ratas reserplnlzadas se produce una glucogenollsls car
I . "I . .

dlaca tan 1ntensa comola que se habla Vlsto en anlmales
. . .I .normales, despues de la 1ntox1cac1on con FAC. Esto suglere

. l . .que las catecolamlnas cardlacas no 1nterv1enen en el proceso

mencionado.
. /..

Sl por lo tanto suponemosque la glucogenollsls obser
I . . .vada esta rela01onada con las alterac1ones produc1das en los

. Inlveles de los fosfatos de alta energla, etc., comoconsecuen

cia del bloqueo del metabolismo aerobio, tendremos que explicar
I . l r /por que razon varlas horas mas tarde el glucogeno cardlaco

vuelve a acumularse hasta alcanzar a las 18 horas los valores
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normales. Si es que, comosucede habitualmente, estas varia

ciones en los niveles de glucógeno reflejan modificaciones

en la velocidad del flujo glucolitico, entonces cabría con

siderar la hipótesis segun la cual el citrato acumuladoen

el tejido intoxicado es capaz de inhibir la glucólisis a

nivel de la FFK(37). Sin embargo, comodijimos anterior

mente, existen dificultades para aceptar esta suposición, ya

que los niveles de citrato están muyelevados casi desde el

principio, y a partir de la 4a hora sólo se observan muy

pequenos aumentos adicionales (ver fig. 9). El glucógeno,

por otra parte, comienza a acumularse después de la 12a hora,

o sea que existe una falta de correlación en el tiempo entre

la acumulación de citrato y la de glucógeno. Sin embargo

se presenta una buena correlación entre la acumulación de

glucógeno y la elevación de los niveles de glucosa sanguínea,

que anuncian la aparición del síndrome conocido como"diabetes

fluoroacética" (12). Este sindrome tiene todas las carac

terísticas de la diabetes comun,con hiperglucemia y cetonemia,

etc. Ahorabien, se sabe que en las ratas diabéticas se

producen acumulaciones de glucógeno cardiaco, que han sido

atribuidas a la presencia en la sangre de cuerpos cetónicos

y/o acidos grasos libres (50). Estas sustancias podrian

actuar ya sea indirectamente, a traves de aumentos en los ni

veles de citrato intracelular (52), o bien directamente, a

través de efectos inhibitorios sobre las enzimasdel flujo
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glucolitico (53, 54). En caso de ser cierta esta ultima

posibilidad, podria explicar lo que sucede con el glucogeno

cardíaco en las ratas intoxicadas con FAC. Es decir, la

cetonemia que aparece despues de la 12a hora, agregada a los

niveles elevados de citrato, podria conducir a una inhibi

ción de la glucólisis y/o la glucogenólisis cardíaca, acumu

landose glucogeno comoconsecuencia.

Ha sido demostrado que la adrenalectomía suprime la

acumulacián de glucogeno cardíaco en los animales diabéti

cos, probablemente porque suprime la cetonemia (51). Por

lo tanto, si fuera cierto que 1a acumulación de glucogeno

observada en la segunda etapa de la intoxicación con fluoro

acetato es causada por la cetonemia que se desarrolla

simultaneamente, entonces la adrenalectomía también debería

suprimir en este caso la elevación en los niveles de glucóL

geno. Por consiguiente, nosotros reprodujimos las determi

naciones de glucogeno, y citrato cardiacos, y de glucemia en

ratas adrenalectomizadas tratadas con FAC. En este caso no

se observó hiperglucemia en la segunda etapa de la intoxica

ción, aunque la acumulaciónde citrato fue casi tan notoria

como en los animales normales tratados con FAC. El glucc;L

geno cardiaco, por otra parte, varia en forma cualitativa

mente similar en ambos grupos de animales, indicando que 1a

eliminación de la hiperglucemia y de la cetonemia concomi_
. . . . rtante no es suf1c1ente para impedir que el glucogeno se
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acumuleen la etapa tardía de la intoxicaciób.

Otros experimentos llevados a cabo con ratas aloxan

diabéticas condujeron a resultados compatibles con los

enunciados precedentemente. En este caso el fluoracetato

fue administrado a ratas en las cuales 1a cetonemia había

sido previamente inducida mediante el aloxano. Esta ceto

nemia no fue capaz de contrarrestar la glucogenólisis produ

cida tempranamentepor el tóxico. No se observaron diferen

cias entre los animales alimentados a discreción y los ayunados

por 24 horas, a pesar que estas condiciones producen notables

modificaciones en los niveles de cuerpos cetónicos sanguíneos

(81). Cabe hacer la salvedad, sin embargo, de que en este

caso las condiciones experimentales no son estrictamente com

parables con los que se obtienen en los animales intactos

tratados con FAC,ya que en estos experimentos se estudiaron

efectos tempranos (1-2 horas) mientras que en los animales

normales 1a diabetes fluoroacética aparece en una'etapa tardía

(12-18 horas). Obviamente,podrían existir otros factores

que alterasen los resultados al comparardistintas etapas de

1a intoxicación. Sin.embargo, el conjunto de los datos obte

nidos con animales adrenalectomizados y aloxan-diabéticos

indica que el sindrome cetonemico e hiperglucemico y la acu

mulación de glucóbeno cardíaco que se produce simultáneamente

no guardan una relación de causa-efecto.

Otra posibilidad que fue tenida en cuenta en esta etapa
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de los estudios fue la de que los fenómenos observados pu

dieran deberse a una escasa permeabilidad de la membrana

mitocondrial para el citrato. Puesto que las enzimas de la

glucóïisis, y en particular la FFK,se hallan en la frac

cion soluble de la célula, en tanto que el citrato se

genera en el interior de las mitocondrias, para que este

ultimo ejerza su acción regulatoria es necesario que atra

viese previamente la pared mitocondrial. Si, comohan

indicado algunos autores (56), 1a pared mitocondrial es

relativamente impermeablepara el citrato, entonces podría

producirse una demora considerable antes de que dicho anióh

alcance en el citoplasma una concentración inhibitoria.

Esto podria tal vez explicar por que la acumulación de gluco1

geno en el corazón intoxicado (siempre suponiendo que esta

refleja una inhibición de flujo glucolitico) Se produce en

una etapa tardía de la intoxicación, varias.horas despues

de los incrementos en el contenido de citrato. Para deter

minar si esta hipótesis es cierta intentamos medir la dis

tribucion del citrato entre las distintas fracciones subce

lulares, a distintos tiempos despues de la intoxicación.

Lamentablemente,si bien nuestros resultados parecen indicar

que no existe impedimentopara la difusión del citrato, dado

que un 70%del mismo se recuperó en el sobrenadante libre

de mitocondrias, estos datos no se pueden considerar conclu

yentes, puesto que el citrato podría haber sido expulsado
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de las mitocondrias durante el proceso de homogeneización,

centrifugacion, etc. Sin embargo, existen diversos hechos

que indican comopoco probable que el citrato se mantenga

dentro de la mitocondrias. Recientemente se ha encontrado

que las mitocondrias cardiacas poseen un sistema de trans

porte para el citrato, el cual atraviesa facilmente la

membranamitocondrial cuando existe en el medio algun anion

capaz de ser intercambiado, particularmente el l-malato (58).

Por otra parte, debe tenerse en cuenta el aporte de energía

que seria necesario para mantener el citrato acumuladoen

las mitocondrias. VonKirff (88) indicó que la particion

de diversos aniones, entre ellos el citrato, entre el in

terior y el exterior de las mitocondrias dependedel estado

metabálico de las mismas. Teniendo en cuenta las altera

ciones que produce la intoxicación con FAc, parece poco pro

bable que las mitocondrias estén en condiciones favorables

comopara mantener tal gradiente de concentración.

En la etapa siguiente de los estudios, restaba averi

guar si las modificaciones producidas por el tókico en los

niveles de nucleótidos de adenina, fósforo inorgánico, etc.,

podian dar cuenta de los hechos. Sobre todo era particular

mente importante establecer si bajo nuestras condiciones

experimentales podria tener lugar un mecanismocomoel pro

puesto por Williamson (40), al que nos hemosreferido ante
. l I . . .riormente. De ser a51, debia esperarse un descenso inic1al
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del ATPseguido por una recuperación posterior, la cual

deberia ir acompañadapor una inhibición de la FFK, la que

debería reflejarse en modificaciones en los niveles de

FóP, FDP -y sobre todo en la relación FDR/FóP(67).

Sin embargo, encontramos que el ATPno sólo desciende

rápidamente después de la administración del tókico, sino

que continua descendiendo, aunque muchomás lentamente,

durante todo el resto del período experimental. A su vez,

los niveles de ADPy AMPaumentan inicialmente y descienden

mas tarde, pero esto ultimo no puede ser atribuido a una

refosforilación de los nucleótidos, puesto que el ATPno

aumenta, sino que probablemente se deba a la accion de las

nucleátido fosfatasas, que son muyactivas en este tejido

(89). De modoque el proceso de degradación de los fosfa

tos de alta energía parece ser irreversible a lo largo de

la intoxicación. A la mismaconclusión se llega cuando se

analizan los niveles de fósforo inorgánico cardiaco. Si

bien hay un aumento hasta la 4a hora y una disminución pos

terior, posiblemente ese descenso se deba a que el fosfato

escapa al exterior de las células. En apoyo de esto, en

contramos que el fósforo inorgáhico de suero aumenta conti

nuamentea lo largo de la intoxicación.

De acuerdo con estos resultados, no cabe esperar que

en el corazón intoxicado "in vivo" ocurra una reactivación

de la aconitasa por efecto del citrato acumulado. Al menos
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podemosafirmar que, si dicha reactivación ocurre -cosa que

no podemosdescartar con nuestros datos- ello no se traduce

en restitución de los niveles de fosfatos de alta energía

del tejido. En este punto conviene aclarar que nuestras

condiciones experimentales difieren considerablemente de las

utilizadas por Williamson, ya que dicho autor trabajo/con

corazones perfundidos y con dosis de FAc mucho mayores que

las utilizadas por nosotros (40). Restaria averiguar si

en ese caso puede tener lugar el mecanismopropuesto. Sin

embargo, algunos de los experimentos utilizados por Williamson

para elaborar su hipótesis podrian interpretarse de maneras

alternativas. Por ejemplo, el hecho de que la administración

de piruvato haya provocado un aumentode la fuerza contractil

del corazón intoxicado junto con una "aparente" reactivación

del ciclo de Krebs, a juzgar por los niveles incrementados de

los intermediarios del ciclo, podría deberse a una transamina

ción del piruvato con glutamato, para dar lugar a a-cetoglu

tarato (90). En tal caso, la reactivación del ciclo no se

deberia a una desinhibición de la aconitasa por el citrato,

sino a la provisión de un intermediario que se halla más alla

del sitio de bloqueo.

Los resultados de las determinaciones de hexosa-fosfatos

fueron bastante sorprendentes. Si bien hubo un aumento

significativo en el contenido de F6? durante la primera hora
. . . I .de la 1ntox1cac1ón, en los demas tiempos no se observaron
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diferencias entre los intoxicados y los controles. En el

caso de la FDP, en ningun momentohubo diferencias signifi

cativas con respecto a los controles, comotampoco las hubo

en el caso de la relación FDP/FÓP. Todo esto parece indicar

que, a pesar de las variaciones en los niveles de ATP, ADP,

fósforo inorgánico, citrato, etc., la actividad de la FFKno

fue alterada por la intoxicación, comparadacon los respec

tivos controles. Los niveles de GóP, por otra parte, estu

vieron elevados durante las primeras horas de la intoxicación,

si bien fueron muyvariables, de modoque solo los datos de

0,5, 1 y 6 horas tuvieron significatividad estadistica. La

elevación inicial de G6Py FóP no causá extrañeza, si se tiene

en cuenta que simultaneamente se está produciendo la rapida

glucogenóïisis que hemosmencionado (46).

El hecho de que la FFKno se haya activado en presencia

de una brusca degradación del ATPy acumulación de AMP,fós

foro inorganico, etc., parecería indicar, en primera instancia,

que el citrato es capaz de bloquear completamente los efectos

activadores de dichas alteraciones. Sin embargo, cuando se

analizan los datos con masdetalle resulta difícil aceptar

esta interpretación. Durante las 2 primeras horas después de

la administracion del tókico, se producen sustanciales acumu

laciones de AMP,ADPy fósforo inorgáhico, al mismo tiempo

que descienden los niveles de ATP(ver fig.5376). Si bien
. l .el Citrato aumentadurante este periodo, los niveles no son



todavia muyelevados, sobre todo durante la primera hora (ver

fig. 9). A partir de la 4a hora, sin embargo, el AMPy el

ADPhan bajado por debajo de los valores controles, y el

fósforo inorgánico comienzaa descender, en tanto que el citra

to continua acumulandoseen grandes cantidades. Esto parece

indicar que no existe una adecuada correlacion en el tiempo

entre las distintas alteraciones producidas por el tóxico,

comopara aceptar la hipátesis mencionadamas arriba.

Con el objeto de visualizar más facilmente lo que aca

bamos de decir, hemos buscado una manera de expresar numéri

camente los fenómenos enunciados. A tal efecto, calculamos

para cada tiempo un factor resultante de dividir el producto

de las concentraciones de todos los activadores de la enzima

medidos en el presente trabajo (AMP,ADP, fósforo inorgánico,

F6P, FDP), por el de los inhibidores de la misma (ATPy citra

to). Estos datos han sido expresados en la Tabla 8. Por

supuesto este tipo de calculo no pretende reflejar con preci

sián la realidad y 561o tiene un valor indicativo, pero aun

asi nos resulta util para apoyar nuestro razonamiento. Como

vemos en la Tabla 8, este factor es 3 veces mayor en los ani

males intoxicados 1 hora despues de administrar el tdxico que

en los respectivos controles. A partir de la 3a hora, el

factor comienza a ser menor que el control, y a las 18 horas

alcanza un valor minimo, siendo 6 veces menor que el control

y 18 veces menor que el valor obtenido después de l hora de
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intoxicación. Comose comprende, el hecho de que la rela

ción entre las concentraciones de activadores e inhibidores

de la enzima varie a tal extremo sin que se observen altera

ciones en la actividad de la mismaresulta por lo menos sos

pechoso, y parece indicar que pueden existir otros factores

que no han sido tenidos en cuenta y que afectan críticamente

el comportamiento en la enzima.

Para estudiar este problema con más detalle, pensamos

en purificar la fosfofructokinasa cardiaca y trabajar "in

vitro", con la esperanza de encontrar alguna clave que nos

permitiera interpretar los fenómenosobservados. Al plantear

un experimento de esta naturaleza, se presenta una dificultad

inicial, que consiste en establecer el métodoa seguir para

analizar los efectos de cada uno de los factores que inter

vienen en la regulación de la enzima. Sin embargo, en este

caso particular los efectos de cada uno de los metabolitos

que hemos visto han sido exhaustivamente estudiados. Lo

que nos interesa entonces es averiguar qué sucede con la

actividad enzimática cuando se pasa de un medio en el cual las

concentraciones de sustratos y metabolitos son las de los co

razones normales, a otro medio.en el cual dichas concentracio

nes son las que hemosmedido en los corazones intoxicados.

Es decir, se trata de averiguar cual es el efecto combinado

de todas las alteraciones en los niveles de metabolitos
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Producidas por la intoxicacion, sobre la actividad de 1a FFK.

Este tipo de enfoque ya fue utilizado previamente por otros

investigadores, con el fin de determinar sillos efectos medidos

en los experimentos cinéticos, en los cuales se utilizan por

el general bajas concentraciones de efectores, se reproducian

al medir las actividad enzimática en presencia de diversos

metabolitos, en concentraciones fisiológicas (64, 91).

En este punto conviene'mencionar que, además de los efectos

regulatorios ejercidos por el ATP,el AMP,el Pi y otros in

termediarios metabólicos sobre la actividad de la FFK, se ha

sugerido recientemente que la concentración de iones hidróL

geno puede actuar efectivamente regulando la velocidad de la

reacción (87). En efecto, experimentos llevados a cabo "in

vitro" permitieron demonstrar que la actividad de la enzima es

extraordinariamente sensible a cambios en el pH relativamente

pequeños, y que bajo distintas condiciones de acidez pueden

cambiar las potencias relativas de los distintos efectores (69).

Sin embargo, no ha sido posible todavia obtener evidencia directa

"in vivo", debido a la formidable dificultad técnica que impli

ca la medicióndirecta del pHintracelular (92), si bien existe

evidencia indirecta que indica que este mecanismopuede tener

real importancia fisiolóbica. Por ejempolo, utilizando musculo

de rana aislado, se vio que existia una notable alteración en

el comportamentode enzimas de la glucólisis cuando se altera

ba 1a proporción de CO2en la fase gaseosa, la cual es una
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manera indirecta de modificar el pH intracelular (93). Simi

larmente, trabajando con corazones de rata perfundidos,

Scheuer y Berry (94) demonstraron que al alcalinizar el fluido

de perfusión se producían notorios incrementos en la actividad

de la FFK"in vivo", a juzgar por el incremento de la relacion

(FDP)/(F6P), sin que se modificaran las concentraciones de los

nucleótidos de adenina, Pi, etc. (94). Varios autores han

sugerido que la acumulación de ácido láctico y la consiguiente

acidificación intracelular determinan finalmente una inhibición

de la glucolisis en el musculo anoxico (95). En resumen,

parecen existir buenas razones para aceptar que el grado de

acidificación en el tejido puede jugar un paper regulador

sobre la velocidad del flujo glucolitico.

Los ensayos preliminares realizados con nuestro sistema

experimental "in vitro" indicaban que la FFKde corazón de rata

se comporta en forma similar a la enzima obtenida de otras

fuentes, frente a cambios en el pHde reacción, es decir, los

efectos de los activadores y/o inhibidores se modifican en

forma muynotoria al cambiar ligeramente el pH del medio. En

vista de esto, decidimos utilizar el pHcomovariable indepen

diente, para tener una idea más completa acerca de los que po

dria esperarse que suceda "in vivo", si ademas de los cambios

en los niveles de los intermediarios metabólicos producidos

durante la intoxicación, ocurrieran simultaneamente cambios

en el pHdel tejido por efecto del tóxico. Lamentablemente,
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la medición directa del pHintracelular escapaba a nuestras

posibilidades experimentales.

Los resultados confirmaron que, no solamente existe un

notorio efecto del pH sobre la actividad de 1a enzima de una

mezcla de reacción dada, sino también que en mezclas de dife

rente composición el efecto del pH es distinto. Comose

puede apreciar en la fig. 10, en la mezcla "control", donde

la concentración de ATPes mucho mayor, un pequeño aumento

del pH determina una espectacular incremento en la velocidad

de la reación, por encima de pH 7.1. En las mezclas corres

pondientes a corazones intoxicados, sin embargo, la enzima

está menos inhibida a valores de pH neutros y ácidos, pero

es menosactiva en condiciones alcalinas. Estos resultados

son compatibles con las hipótesis enunciadas por Hofer y

Pette (87), segun las cuales el comportamiento de la enzima

frente al pH se debe a una brusca disminución de la afinidad

del sitio regulatorio de la enzima por el ATP. Por otra

parte en el sitio de sustrato la afinidad no parece depender

en forma tan critica del pH del medio. De todas formas,

nuestros experimentos no permiten especular acera del mecanismo

de los fenómenos observados, pues son muchos los factores

que cambian simultáneamente el pasar de una mezcla de reac

ción a otra.
I . .En lineas generales, nuestros resultados indican que,
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en el rango de pH 6.9 —7.1, la enzima se activa notablemente
. t' ' corres

al pasar del medio "control" a los medios de reacc1on

pendientes a animales intoxicados, a pesar de la espectacular

acumulación de citrato. Aparentemente: Por 1° tanto: en eSta

zona de pH el efecto activador asociado con la menor concen

tración de ATPy la mayor concentración de AMP,Pi, etc., es

cuantitativamente mas importante que el efecto inhibitorio

asociado con la acumulación de citrato. A valores de pH

mas alcalinos se obtiene el efecto opuesto, es decir, la enzima

está inhibida en las mezclas "FAC"comparadas con la mezcla

"control". Por otra parte, por debajo de pH 6.6 la enzima

esta igualmente inhibida en todos los medios de reaccion, es

decir, desaparecen los efectos activadores que se observan en

las mezclas correspondientes a corazones intoxicados a valores

de pH mas altos.

Noes facil evaluar la significación fisiolóbica que

pueden tener estos resultados. Obviamente, una indicación

importante es que las posibles variaciones de pH intracelular

deben ser tenidas en cuenta antes de extraer conclusiones

definitivas acerca del papel regulador que pueden tener los

distintos intermediarios metabálicos sobre la velocidad del

flujo glucolítico. Esto es particularmente importante en el

caso que estamos estudiando, puesto que, a nuestro juicio,

cabe esperar que existan alteraciones en la acidez de los

tejidos en los animales intoxicados con FAC.
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Comodijimos en la Introducción, el efecto global más

importante del FACes el bloqueo del metabolismo aerobio,

por cuya razón esta intoxicación tiene muchospuntos en comun

con la anoxia del tejido. En el caso de la anoxia se ha

demonstradoque se produce una considerable acidificación

intracelular, que se ha atribuido a la gran acumulación de

acido láctico que existe en esas condiciones (96). La

magnitud del cambio en el pH dependerá, por supuesto, del

poder "buffer" del tejido. Pero, comopunto de comparación,

creemos util mencionar que, en experimentos realizados con

tejido cerebral se vio que después de una anoxia de 3 minutos

la concentración intracelular del acido láctico habia subido

a 22 mM/kgagua, en tanto que el pH intracelular, medido por

la técnica de la distribución de C02, habia descendido de
7.1 a 6.5 (97).

En el caso del corazón intoxicado con FAC, vemos que

se acumulancantidades equivalentes de ácido cítrico, y por

lo tanto podría esperarse un descenso en el pHintracelular

de magnitud comparable. Además, en el animal intoxicado

se producenotras alteraciones fisiológicas, tales comola de

presión respiratoria, que origina un aumentode la presion

parcial de CO2en los tejidos, o la cetonemia, que también

contribuye a acidificar el organismo (12). Todo esto hace

pensar comomuyprobable que en los animales intoxicados
- . . . . . Í . .exista una notoria ac1dificac1on del mediointracelular.
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A la luz de estas consideraciones, y de los resultados

obtenidos en nuestros ensayos "in vitro", creemos adecuado

emitir una hipótesis para explicar el comportamientode la

FFKque hemos observado "in vivo" en el corazón intoxicado.

Nuestros datos indican que, si la enzima se comportara en el

tejido de la mismaforma que lo hace "in vitro", cabría es

perar una activación, más que una inhibición, por efecto del

tókico, si no cambiara el pH intracelular. Sin embargo,

si comodijimos anteriormente, el pH desciende comoconse

cuencia de la intoxicación, entonces el tejido iría pasando

de un medio en el cual la enzima está inhibida por el ATPa

un medio en el cual la enzima sigue inhibida por el efecto

combinadodel citrato y del pH ácido, a pesar de las condi

ciones de defosforilación de los nucleotides de adenina, que

normalmente producen activación de la FFK. Nuestros resul

tados sugieren incluso que la acidificación es muchomas

efectiva que la acumulaciónde citrato (a pHneutro) para

contrarrestar los efectos activadores del AMP,Pi, etc.

Esto surge de comparar las curvas de "1 hora FAC"y "18 horas

FAC"(ver fig. 10), en donde se puede apreciar que un aumento

en la concentración de citrato de 9.2 mMa 21.5 mMsólo pro

duce una inhibición del orden de un 50%en la actividad de

la enzima a pH 6.9 —7.1, en tanto que a pH 6.6 o menos la

actividad está totalmente inhibida en ambosmedios, y la

diferente concentración de citrato no produce una notoria
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alteración en el comportamientodel sistema.

Esto lo hemosverificado en ensayos separados en los

cuales solo se modificá la concentración del citrato, mante

niendo el resto de los componentesconstante.

Resumiendo,entonces, nuestros resultados "in vitro"

nos llevan a considerar la posibilidad de que la acidificación

intracelular sea el principal factor responsable de 1a falta

de activación de la FFK,y del flujo glucolítico, ante las

condiciones de déficit de ATPy acumulación de AMPy Pi que

se producen en el tejido intoxicado.

Es necesario aclarar, sin embargo, que esto es 5610 una

hipátesis que puede ser util comobase para investigaciones

futuras. Ciertamente, en el mediointracelular las condi

ciones son muchomás complejas que en nuestro sistema "in

vitro", en el cual sólo hemostenido en cuenta aquellos inter

mediarios metabálicos que generalmente son considerados como

los más importantes reguladores fisiológicos de la FFK.

Pero existen otros efectores, comoel 3,5 AMPcíclico, el ion

NH4+,el ion 804%, etc., que se sabe modifican la actividad

de la enzima "in vitro", y podrían por lo tanto tener impor

tancia regulatoria "in vivo". Es muypoco lo que se sabe

acerca de la concentracián de estos efectores en los tejidos

bajo distintas condiciones fisiológicas, muyparticularmente

en el caso del corazán intoxicado con FAC.

Otro punto de extrema importancia es que las propiedades
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de la FFKvarian al modificar la concentracióh de proteína

enzimática (98). Si bien en nuestros ensayos utilizamos con

centraciones de proteina mas altas que las que se emplearon

en la mayoria de los estudios previos, de todos modosel sis

tema dista muchode asemejarse al medio intracelular.

Aunasi, a pesar de todas.estas deficiencias inherentes

a los estudios "in vitro", creemos que la hipótesis que hemos

mencionadomerece ser tenida en cuenta y, si es posible, puesta

a prueba experimental. Obviamente, un paso crítico es la

medicióh directa del pHintracelular durante el curso de la

intoxicación.

Si se confirmara que existe una acidificacióh del tejido

por efecto del tóiico, tal comohemospostulado aqui, el hecho

podria tener gran importancia toxicolóbica, no sólo por los

efectos sobre la FFKy el flujo glucolitico que hemosmen

cionado, sino porque proporcionaria una clave adicional para

entender los mecanismosdel daño producido por este tóíico.

Diversos autores han sugerido que la acidificacióh intracelu

lar puede jugar un papel importante en el daño irreversible

producido por la anoxia o la isquemia coronaria (99). A

este respecto es interesante hacer notar que, comodijimos

previamente (pag. 10%tambiéh en el caso de la intoxicacion_

fluoroacética el dañoparece ser irreversible respecto de la

lesióh bioquímica inicial (11), sin que hasta el momentose
. . l . .haya encontrado una explicac1on satisfactoria para ello.



A diferencia de lo que ocurre en otras circunstancias

en este caso parecería que no existe una estrecha correlación

entre la glucogenólísis y 1a glucóíisis en el tejido. En

efecto, la rapida degradación inicial del glucóbeno cardíaco,

que parece indicar una activación de la fosforílasa, probable

mente por efecto de la acumulación de AMPy la caida del ATP

(47), no esta'acompañada por una activación de la FFK, a

juzgar por los datos que hemosmencionado anteriormente.

No se pudo explicar la causa de la acumulación de glucóL

geno que se produce en la etapa tardía de la intoxicación.

Tal fenómenopodría implicar que se inhibe la fosforílasa, o

que se activa la glucóbeno sintetasa, o que ocurren ambos

fenomenos. Es evidente que con nuestros datos no podemos

discriminar entre estas posibilidades. De todas formas,

creemos conveniente traer a consideración experimentos reali

zados recientemente por Schulze y colaboradores, quienes

demonstraron que en el miocardio isquémico se crean condi

ciones que facilitan la destrucción y pérdida de la fosforí

lasa, que difunde hacia el exterior del tejido (100). Esto

podria tal vez ser la causa de la acumulaciones de glucooeno

cardiaco que se producen comosecuela de una anoxia crónica

001). Aparentemente, esto se debe a que la fosforílasa existe

en la célula formando un complejo macromolecular con el

glucóbeno. Cuando este es completamente degradado, la

fosforílasa se solubiliza y es capaz de difundir hacia el
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exterior del tejido. Tal fenómenopodría también ocurrir en

los corazones intoxicados con fluoroacetato, donde a partir

de la primera hora de la intoxicación los depósitos de glu

cóbeno quedan totalmente vacios (46). De ocurrir un mecanismo

de esta naturaleza, podría explicarse la tardía acumulación
de glucógeno en el tejido, que podría reaccionar de manera

. . z . . I.Similar al corazon sometido a una anoxia cronica.
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CONCLUSIONES

En las condiciones de nuestros experimentos, se produce

una disminución sostenida de las reservas energéticas del

musculo cardiaco, más rápida en los momentosiniciales,

más lenta después, pero aparentemente irreversible. Esto

parece descartar la hipótesis de que el citrato acumulado

es capaz de reactivar la aconitasa y restaurar el funciona

miento del ciclo de Krebs y de la fosforilación oxidativa.

A pesar de que se alteran notablemente todos los factores

que intervienen en la regulación de la fosfoructokinasa,

la medición de los niveles de FóP y FDPsugiere que la acti

vidad de dicha enzima no se altera "in vivo" durante el

curso de la intoxicación.

El estudio de la actividad de la fosfoructokinasa "in vitro",

en presencia de concentraciones de sustratos y metabolitos

simulando las halladas "in vivo", revela que, en el rango

de pHfisiolóbico (6.9 - 7.1) la enzima se activa notable

mente al pasar a los medios de reacción que reproducen las

condiciones halladas en los animales intoxicados, afin en

presencia de niveles de citrato 13 veces mayores que los

normales.
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— Sin embargo, al modificar el pH de los ensayos, se ve que,

en medios más acidos, la enzima tiene la mismaactividad

en los medios correspondientes a animales intoxicados que

en los controles, independientemente de la concentración

de ATP, AMP,citrato, etc. Se sugiere que la falta de

activación de 1a FFKobservada "in vivo", a pesar de la

intensa degradación de ATP y la acumulación de AMP,ADP

y Pi, podria deberse, másque al efecto inhibidor del citra

to, a una acidificación intracelular que posiblemente acom
u . . . lpane el proceso de intox1ca01on.

— Las fluctuaciones en los niveles de glucógeno cardiaco

observadas durante la intoxicación no parecen reflejar

variaciones concomitantes en la velocidad del flujo glu

colitico, a juzgar por la falta de activación de la FFK.

Se sugiere que la degradación inicial de glucógeno podria

deberse a una activación de la fosforilasa b por efecto

del AMPy el fósforo inorgánico, junto con la caida del

ATP. Según los sugerido por otros autores, esta prolon

gada ausencia del glucógenopodria facilitar la destruc
ción y pérdida de la fosforilasa hacia el exterior del

tejido. De ocurrir esto, podria explicarse la acumula- ‘

ción de glucógeno que se observa después de 12 horas de
. . . r1ntox1cac10n.

M ¿.4
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