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SHOCK CIRCULATORIO

El shack ha sido recsnocido como un sindrome clinico duran
te casi dos mil afios, pero debido a su complejidad, en la actua-
lidad, es todavia un Fenémeno controvertido. Esencialmente es
una manifestacifén patolfgica de amplitud sistémica, gue aparece
desde el momento en el que una lesibn excede en intensidad ao/fy
duracifn el nivel para el que los sistemas homgostiticos estén
adaptados. Ante tal lesién el organismo responde, intentanda re-
equilibrar sus funciones vitales y sobrevivir, mediante una se-
rie de cambios circulatorios y metabdlicos de acuerdo con una
dindmica, cuyas oscilaciones son inicialmente correctivas, pero
pueden transformarse muy répidamente en nocivas por si mismas,
can lo gque sl shack puede llegar a ser irreversible en ausencia
de un tratamiento adecuado.

En realidad el shock no es un sindrome Unico desde el pun-
to de vista etiolégico, sino gus bajo este término se incluyen
una serie de si{indromes que aparecen sn casos de hemorragia gra-
ve, traumatismo, quemaduras, infarto de miocardia, abstruccidn
cardfaca, embolia pulmonar generalizada e infeccifin bacteriana
masiva, por mencionar sflo las causas més importantes. Por ello
se utilizan corrientemente en clf{nica para los distintos tipos
de shock clasificaciones y .nomenclaturas relacionadas con su
atiolegia.

Cualquiera que sea el mecanismo iniciadar, el aspecto co-
mdn a todo proceso de shack es la aparicién de un fenémeno hemo-
dinémico patolfgico, gue implica una inadacuada perfusifn tisu-
lar y ss raflejé.én un metabolismo celular inadecuado. Este feng:
mena, en combinacidn con otros factores, ocasiona lesiones celu-
larss cuya magnitud determina la revsersibilidad o irreversibili-

dad del shock.



Para intentar esclarecer la patofisiologfa dsl shock, ss
ha desarrollado en las (ltimas décadas upa amplia labor de in-
vestigacibn basada fundamentalmente en estudios de modelos ex-
perimentales de shock. Los dos modelos mis utilizados son:

- Endotdxico.- Se basa en la administracidén por via intraperito-
neal o intravenosa de endotoxinas bactsrianas.
- Hemorrégico.; Consiste en provocar una hemorragia controlada.

Debido a la comple jidad del shock, aunque existen numero-
sos datos sobre aspectos parcialés de los procesos 1mpliéados an
su patofisiologfa, no se conoce la raelacién entre ellos y, por
tanto, no existe una teorfa global que permita explicar dicho

fenémeno.



METABOLISMO LIPIDICO EN EL SHOCK

En la Gltima década se ha dedicado un esfuerzo creciente
al estudio de las alteraciones metabdlicas que acompafian al
shock, pero la mayorfa de las investigaciones han dirigido su a-

tencifn a los cambios en el metabolismo de hidratos de carbona,

mientras que relativamente pocas ss han centrado sn el metabolis

mo lipf{dico. Antes de pasar a comentar los resultadaos de estos
estudios, repasaremos los drganos implicados en el metabolismo de
los dos lf{pidos que actdan comc sustratos energéticos principe-
les, TG y AGL (figura l). El tracto gastrointestinal y el tejido
adiposo estin representados como principales proveedores y el
miogsardio, el misculo esquelético y atros tajidos periféricos,
incluido el adiposo, como principales consumidores y repositoras
de metabolitos lipf{dicos. El higade acupa una posicién interme-

dia, puesto que actla comc provsedor y consumidor.

TRACTO MUSCULO ESQUEL.
INTESTINAL H1GADO MIOCARDID, ETC.
am oM’ AGL VLDL Cuerpos AGL omn Cuerpos
catbnicos + cetdnicos -
LoL
LIQUIDO : LIQUIDO
EXTRACELULAR EXTRACELULAR
+
AGL Glicerol LOL AGL
TEJIDO TEJIDO
ADIPOSO ADIPOSO

Figura l.- Esquema del metabolismo de TG y AGL.



Tanto en el shock endotéxico como en el hemorrégico tienen
lugar cambios en los niveles sanguineos de TG y AGL. Se ha pues-
to de manifiesto en todos los tipos de shock estudiados una sle-
vacifn en los niveles de TG (revisidn de Spitier, 1979), refle ja=~
da también en los niveles de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) responsables del transperte de TG (Sakaquchi y Sakaguehi,
1979). Sin embargo, con respecto a los niveles de AGL existen rg
sultados contradictorios.

En 8l shock hemorrigico los resultados de los primeros es-=
tudios mostraron una slevacién (Coran y cols., 1972), o bien la
inexistencia de cambios en los niveles de AGL (Kovach y cols.,
1910); perc en esstudios posteriores se ha puesto de manifiasto
una disminucién en los mismos (Farago y cols., 197l3 Kashyap y
cols., 19753 0Oanisl y cols., lé?ﬂ). €l origen de estas discrepan
cias estriba probablemente en que en los primeros estudios para
provecar la hemorragia se administrd a las animales heparina,
la cual ocasiona indirectaments la hidrblisis de TG en sangre
con la consiqguients aparicifn de AGL. Este efecto de la hepari-
na se basa Bn que origina la liberacidn a lé sangre de la lipo-
proteina lipasa (LPL), que en condicianes narmalss na esti pre-
sente en cantidades apreciables.

En lo que se refigre al shock andotéxico; Groves y cols.
(1970), Kovach y cols. (1970) y Spitzer y cols. (1974) no encon-
traron cambio alguno en los niveles de AGL, mientras que Hirsch
y cols. (1964) obssrvaron una elevacién inicial transitoria. En
gstudios mis recientes Sakaguchi y Sakaguchi (1979) han observa-
do el efecto de dos dosis distintas de LPS sobre los niveles de
AGL en animales ayunados, encontrando con la dosis més baja up
incremento inicial y despuds un descenso hasta valarss par deba~
jo de los controles. Con la dosis més alta, los niveles de AGL
se mantuvieron siempre més bajos que los controles. Estas dis-

crepancias se basan en unas condiciones experimentales distin-



tas, incluyendo diferentes dosis y forma de administracién del
LPS y fundamentalmente el que los animales hubieran sido some-
tidos o mo a un tiempo de ayuno previo a la realizacién del ex-
perimento. Este aspecto es decisivo, pues los niveles de AGL en
suero de animales no tratados se elevan gradualmente, a medida
que aumenta el tiempo de ayuno (Sakaguchi y Sakaguchi, 1979).

La elevacién de los niveles plasmiticos de TG después de
la administracidn de LPS podrfa ser debida a un incremento en la
produccién o a una disminucibn en la utilizacién. Con respscto a
la primera posibilidad, la elevacifn en los nivelss de AGL provg
cada inicialmente por el LPS no es suficientemente grande, ni se
mantiene un tiempo suficientemente largo, como para dar lugar a
un incrementa en la sintesis de TG en el higado (Hirsch y cols.,
1964; Sakaguchi y Sakaquchi, 1979). Sin embargo, la utilizacibn
de TG esti disminuida, ya gue se ha observado en corazén y teji-
do adiposo un dsscenso sn la LPL, rasponsable de la hidrélisis
de los TG plasmiticos para la incorporacidn de sus écidds grasas
en dichos tejidos (Spitzer, 1979; Sakaguchi y Sakaquchi, 1979).
No se conoce al mecanismo de la disminucién en la actividad de
la LPL.

Aparte de la influencia de la dieta, los niveles de AGL agn
sangre estédn controlados por el balance entre su liberacién y su
captura y utilizacibn. La liberaﬁiﬁn de AGL del tejido adiposo
tisne lugar cuando predomina la lipolisis sobre la reesterifica-
cibn. La velocidad con que se realiza la lipolisis depende funda
mentalmente de la actividad de la lipasa sensible a hormonas-
(LSH) que 8st$ regulada por las catecolaminas y la insulina prin
cipalmente. Después de la administracién de LPS, o de una hemo-
rragia agquda, tiene lugar un aumento en los niveles de catecol-
aminas en sangre, gue conduce a una disminucidn en la secrecién
de insulina. Tales cambios en los niveles de estas hormonas esti

mulan la lipolisis en el tejido adiposo, al igual gue varias
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prostaglandinas que se elevan en el shock endotéxico. Ademés,

se ha observado un incremento en la activicad lipol{tica bajo la
estimulacidn con norepinefrina en adipocitos aislados de anima=
les tratados con LPS, efecto que se reproduce "in vitro" expo-
niendo adipocitos aislados al LPS, lavidndolos e incubéndolos des
pués en presencia de norepinsefrina (Spitzer, 1974).

La explicacidn de que, a pesar de estos hechos, los nive-
les de AGL presenten un descenso probablemente estid en los efec-
tos de la disminucidén del flujo de sangre a travéds del tejido
adiposo, que tiene lugar como cansecuencia del shock tanto endo-
téxico (Spitzer, 1979) comoc hemorrdgico (Kovach y cols., 1970;
Nielsgn y Secher, 1970). En primer lugar, una inadecuada perfu-
sidn tisular podria retardar la transferencia de AGL del tejido
a la circulacidn, como sugieren los resultados de Kashyap y col,,
(1975) que abssrvaron una slevacidn en la concentracién tisular
de AGL er el shock hemorradgico. £n segundo lugar, debido a la hi
poxia la concentracidn tisular de lactato se elesva y el pH des-
cierde. La acumulacidn de lactato y el pH bajo en el tejido adi=
poso disminuyen el efecto lipalfitico de la norepinsfrina e incrg
mentan la reesterificacién (Nahas y Poyart, 1967; Fredholm, 1971;
Hjemdahl, 1976). De hecho, los resultados de Sakaguchi y Sakagu-
chi (1979) indican que la actividad das la LSH sbflo se incrementa
inicialmente después de la administraecidn de LPS, para disminuir
luega a valaores por debajo de los controles. )

Se ha puesto de manifiesto ademds, que en el shock endotd-
xico la vslocidad de apapicién del glicercl se intrementa consi-
derablements, mientras que la de AGL no cambia (Spitzsr, 1979).
La base de esta diferencia puede residir en que el incremento en
la velocidad de reesterificaqiéh afecta a los AGL pero no al gli
cerol, gque no participa en dicho proceso en el tejido adiposo.

ﬁor‘otra parte, Daniel y cols. (1978) utilizando A4cidos

grasos marcadas radioisotépicamente han observado en shock hemo-



rragico y endotdxico una disminucidn en la velocidad de recambhio
de AGL en sangre, que indica tanto una menor movilizacidn como
una menor utilizacién. Ademds, han detectado una menor produc-
cifén de COyp marcado que refleja una disminucidn en la oxidacidn
de AGL. Paralelamente, Spitzer (1979) ha manifestado que despuéds
de la administracidén de LPS la contribucién de los AGL a la ener
gia en miocardio esté notablemente disminuida y que este efecto
se da también "in vitro" utilizando miocitos aislados incubados
en presencia de LPS, lo cual sugiere una posible accidn directa

del LPS sobre dichas células.



COMPOSICION Y ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS ENDOTOXINAS

Las endotoxinas son lipopolisacérides (LPS) que se encusn-
tran er la pared celular de las bacterias gram negativas y se 1i
beran al torrente circulatorio al ser fagocitadas estas. Cuando
tiene lugar una invasidn del organismo por este tipo de bacte-
rias, las endotoxinas pueden alcanzar niveles en sangre capaces
de ejercer una amplia gama de efectos biolégicos sobre el orga-
nismo huésped (tabla 1) y de originar el shack. Por otra parte,
introducidas en el torrente circulatorio de animales de experi-
mentacibn, son capaces, incluso en cantidades minimas, de indu-

cir un shock circulatoric profundo.

NO TOXICAS TOXICAS
Inmunalégicos Pirogenicidad
Mitoqenicidad pars linfccitos B . Letalidad
Acecidn adyuuanta Fenédmeno ds Schwartzman
Activacibn de células 38 noliclonales Necrosis de médula 6sea
Antigenicidad independiente del timo Lsucopenia
Activacién de macrdéfagos Leucocitosis
Incremento de la fagocitosis Hipotensién
Incremento de la resistencia no especifica Aborto
a8 la infeccifn Necrosis tumoral

Induccién det! sf{ntesis de prostaglandinas,
interferdn, activador del plasminggeno,
fFactor estimulante de colonias,

Activacibn del complemento

Activacibn del factor Hageman

Tabla 1. Actividades biolfgicas de las endotoxinas.



La extraccidn selectiva de productos de bacterias, que po-
sefian actividad endotéxica, establecib la base para avancses cien
tificos significativos en la comprensidn de su bioquimica (revi-
sién de Wilkinson, 1977). Los dos métodos de extraccidn mids ex-—
tendidos son los descritos por Boivin y Mesrobeanu (1935) y West
phai y cols. (1952). E1l primero de ellos incluye una extraccién
con 4cido tricloroacético 0.25M a 4oC y da lugar a presparaciones
endotdéxicas, que cansisten Fundamentalmente en Qbs, perc contie-
nen ademis proteinas y lf{pidos. El segundo procedimiento se basa
en una extraccién con fenol-aqua (45:55, v/v) a 68¢C, sequida de
enfriamiento del extracto que separa dos fases. La fase acuosa
contieneg LPS en forma de comple jo con &cidos nucléicos y su cen-
trifugacién posterior a 105.000xg rinde preparaciones libres de
proteinas y acidos nucléicaos.

Ademds de estos procedimientos, otros investigadores han

descrito distintos métodos igualmente (tiles (tabla 2).

Tratamientao Referencia bibliogr&fica
Distilen glicol Morgan y Partridne (1942)
piridina-agua Goebel y cols. (1945)
Distil eter-agua Ribi y cols. (1959)
Sulféxido de dimetilo, 60°C Adams (1967)
EDTA (pH 8.0-8.5), 37°C Leive y cols. (1968)
Fenol-cloroformo-eter de petroleo Galanos y cols. (1967)
NaCl 1M y citrato sfdico 0.1M (pH 7.0), 0-4°C Raynaud y cols. (1973)
Butanol~agua, 0-4°C Morrison y Leive (1975)

Tabla 2, Otros métodos de extraccién ds LPS

-Las‘praparaciones obtenidas con los distintos métcdos de

extraccién contienen cantidades variables de impurezas, lo cual
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podria explicar las discrepancias entre los resultados de algu-
nos grupos de invastigacidn.

En general, la molécula de LPS contiene una regidn de hete-
ropolisacaride unida covalentemente a una lipidica denominada 1i

pide A (figura 2).

p EtNH
| |
p AG -]
I |
AG ~— Glc(NHz) —— KDO == KOO — hept — hept ~— glec — gal — glc — /g3l — gle ~ glcNAe
1 ! | |
: AG -c1:(~n2) KDD hept glchNac col col n
ot |
ARG AG p
|
CtNH
1 ) v J mn
Lipido A Nicleo central Cadenas laterales
II
L i JL o ]
tipida A Nicleo Cadenass laterales
cantral

Figura 2.- 1. Estructura quimica del LPS de €. coli 0l1ll:B4.

1I. Modelo ssquemdtico de la estructura bisica de
los lipopolisacdridos bacterianos.

La porcién de polisacérido contiens a su vez dos regianss:
- Nécleo central.- Contiene 4cido 2-ceto-3-desaxi-octandico (KDO)
heptosas, fosfostanelamina y hexosas y suele ser idéntieo para
cada grupo taxonbmico de bacterias. Los grupos hidroxilo li-
bres de los az(cares generalmente estin fosforilados.

~ Cadenas laterales.- Son de dos a diez unidades repetidas de



oligosacéirido, que contienen cada una tres o cuatro unidaces
diferentes de hexosa, entre las que se encuentran frecuente-
mente 6-desoxi- y 3,6~didesoxi-hexosas. En ellas residen los
determinantas antigénicos y son espéciFicas de especie.

La estructura bésica del lipido A (figura 3) aislado de un
amplio conjunto de bacﬁerias es muy similar y estéd constituida
por un esqueleto de glucosaminil-g-l, 6-glucosamina sustituido
en las posiciones 1 y 4 por grupos fosfato, que pueden formar
puentes pirofosfato con otro disacirido de glucosamina de otra
unidad de lipido A. Los restantes grupos hidroxilo se encuentran
generalmente esterificados por una amplia gama de 4cidos grasos,
entre los que predominan: 12:0, 14:0, 16:0, 18:0 y 18:1. Las gry
pos amino estdn formando enlaces amida con p-hidroxi-dcidos gra-
sos, preferentemente OH-12:0 y OH-14:0, gue son caracteristicos
de cada grupo de bacterias. En algunos casocs lcs grupos hidroxi-
lo de estos &cidos grasas estédn esterificados por otros &dcidos
grasos. Finalmenta, s corriente la presencia de etanolamina en

el 1ipido A,
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Figura 3.- Estructura del lipido A.
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Fig. 4.- Modelo de la pared celular.de bacterias Gram—-negati-
vas. Las moléculas ds LPS pusdesn estar dispsrsas . en-
tre las moléculas de fosfolipidos y la repulsifn elsc
trostitica entre las regiones de KDBO-heptosa del ndG-
cleo de oligosaclride no existe debido a la presencia
de moléculas de fosfolipidos gue separan las de LPS.
En otros casos los cationes bivalentes reducen esta rg
pulsifn. Cuando los fosfolipidos presentan grupos car-
gados negativamente la interaccifn requisre la partici
pacidén de cationes. Las moléculas de proteinas también
interaccionan con LPS y con los fosfolipidos quiz3 im-

plicando a los cationes.
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COMPORTAMIENTO Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL LPS EN DISO-
LUCION

Las moléculas de LPS poseen caracter anfipAtico, pues con-
tienen una regidn hidréfila (polisacérido) y otra hidréfoba (1i-
pido A). En solucién acuesa a pH 7 se encuentran en forma de po-
lianién, debido a la ionizacién de los grupos fosfato, y tienden
a formar agregados polidispersos con un tamafio de particula de
varios millones de Dalton. La microscopia electrénica ha revela
do la existencia de sstructuras caracteristicas que recuerdan
fragmentos de membrana y pueden pressntar varias formas, en de-
pendencia del organismo de origen y del procedimiento de extrac-
cién: discos, lamelas, vesiculas (revisién de Kabir y cols.,
1978). A partir de estos sstudios ss han propuesto modelos molg
culares, segin los cuales los agregados estdn constituidos por
bicapas de LPS semejantes a las membranas bioldgicas (figura 5).

Las fuerzas, que intarvisnen en la autoagregacidén de las
molédculas de LPS, son similargs probablemente a las implicadas
an la unidn de astas macromoléculas a los otros componentas de
la pared celular externa de las bacterias, como interacciones hi
drofébicas, fuerzas mediadas por cationes metilicos y puentes de
hidrégeno (figura 4). Asi los agregados pueden dispersarse me-
diante el tratamiento con detergentes, como dodecilsulfato sbdi-
co, Triton X-100 y desoxicolato s8dico o con agentes quelantes,
como EDTA (revisién de Wilkipson, 1977). Todos estos tratamien-
tos dan lugar a cambios, tanto en las propiedades fisicoquimicas
del LPS, como en su actividad bioldgica.

Los estudios méds recientes de Shands y Chun (1980) han in-
dicado que la subunidad bisica de LPS de S. tiphimurium es un di

mara.
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RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD BIOLOGICA

A. PAPEL DEL LPS COMO COMPONENTE DE LA PARED EXTEﬁNA DE BAC-
TERIAS.

La pared externa de bacterias es muy rica en PE y bastante
deficiente en glicerofasfolipidos 4cidos en comparacidn can a-
tras membranas (Osborn y cols., 1972). Esto hace suponer que
quizd la proporcidn KDO-lipido A cargada nggativamente posea un
papel en el ensamblaje de dicha pared, similar al que desempeiian
los glicerofosfol{pidos &cidos en otros tipos de membranas.

También parece claroc que el LPS es necesario para el fun-
cionamiento de la pared externa como barrera de permeabilidad y

gue contribuye a su rigidez (revisién de Nikaido, 1973).

B. ACTIVIDAD TOXICA.

El primer paso en la elucidacifn del mecanismo primario de
accidn de las endatoxinas fué la caracterizacién de la porcidn
activa de las moléculas de LPS. Las investigaciones en este cam-
po avanzaron considerablemente con el descubrimiento de la exis-
tencia de ciertes mutantes rugosos des bacferias, quse son defi~
cientes en determinadas glucosiltransferasas y por sllo produden
un LPS con la regidn de polisacérido incompleta. Uno de estos my
tantes (Salmonella minnesaota R595) es deficiente en heptosas y
su LPS contiens Gnicamente lipido A y KDO. La demostracién de que
las preparaciones de LPS obtenidas a partir de este mutante mani
festaban todas las propisdades tdxicas de las preparaciones obte
nidas de bacterias lisas, establecid firmemente que sl lipido A
desempefia un papel dominante en la endotoxicidad (revisidén de Ka
bir y cols., 1978},

Por otra parte, se han utilizado algunos procedimientss fi
sicoquimicos para modificar selectivaments determinadas porcio-

nes de la molécula de LPS, estudiando las variaciones en la acti
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vidad tbéxica gue se producian (tabla 3). Los resultados de estos
estudios sugieren que la porcidn de polisacédrido del LPS5 no es
fundamental para la toxicidad, pero sirve de transportador para
la porcidbn lipidica insoluble sn agua. Ademis, participa en las
interaccionss del LPS con ciertos tipos de cédlulas y de praotei-
nas humorales que influyen sobre su distribucidn en un animal vy
sobre las reacciones inmunes que provoca. As{ mismo, los 4cidos
grasos aparecfan como componentes funcionales fundamentales ds
la molécula de LPS, lo cual estd apoyado por estudios posterio-
res, en los quae sa8 han encontrado ciertas actividades téxicas
propias de las endotoxinas en: varios N-acil derivados ds glu-
cosamina (Behling y cols.; 1976) y complejos de &cido miristico
con -albdmina y concanavalina A, dimetilmiristamida eon. concana-
valina A y esfingosina con albdmina (Bradley, 1976; Bradley y
cols., 1977).

Nowotny y cols. (1975) han aislado una fraccién de polisa-
cdrido gue posee ciertas actividades bioldgicas adscritas a las
endotoxinas. No es extrafio que .varias fracciones de la molécula
de LPS presanten actividad bioldgica, teniendo en cuenta que las
endotoxinas e jercen sobre sl hudsped una coleéién de efectos (ta
bla 1). Por otra parte, es necesario indicar tambidn que existen
diferencias entre la actividad biolégica de las preparaciones de
LPS libres de proteinas y las obtenidas por extraccidn con TCA o
butanol, fundamentalmente en lo que se refiere a la respuesta in

mune (revisién de Morrison y Ryan, 1980)..

C. INTERACCION CON MEMBRANAS.

La interacci6n de las endotoxinas con las membranas cslula
res as de una importancia considerable, bues constituye el primer
paso en el desarrollo de su accidn téxica a nivel celular.

Se ha observado que los LPS presentan afinidad por las mem

branas de numerosos tipos de células de mamiferos (revisiones de



Kabir y cols.,. 1978; Morrison y Ulevitch, 1978; Bradley, 1979).
Los resultados de numerasos estudios de modificacién quimica del
LPS han permitido concluir que su porcidn lipidica es esencial
para la unidén a membranas {tabla 3). Esta idea estd apoyada ade-
més por el hecho de que los fosfolipidos y el colesterol inhiben
la uniédn del LPS a la membrana de sritrocitos (Neter y cols.,
1955).

Se han propuesto dos hipbtesis para explicar la base de la
unién del LPS a membranas: a/ interaccidn con un receptor especi
fico de membrana y b/ incorparacién en la bicapa lipidica de la
membrana.

Con respecto a la existencia de raceptores de membrana es-
pecificos para el LPS existen pocos datos. Unicaments, Springer
y Adye (1977) han aislado y caractaerizado una lipoglucoproteina
de membrana de eritrocitoz, gue une LPS especifica y reversible-
mente y sus resultados sugieren oue sélo el componente protéi-
co de este receptor de LPS estd implicado &n la unién.

Shands (1973) explicd la interaccién del LPS cen las mem=—
branas de los eritrocitos sohre la base de su modelo molecular
de los agregados de LPS y de estudios de microscopia electrdnica,
en los que demostrd que sl LPS se unia a la membrana por los bor
des de lasbicapas que forman sus moléculas (figura 5). Considera
ba este autor que este procesa implica interacciones hidrofdbi-
cas entre grupos de las moléculas de LPS y grupos o receptores

da la membrana.

Figura 5.- mosero co 1s tncersccisn  [TTTITITITTTTITITITITIN
mambrana. | re Hpdien g8 lv}illlllll!l!lwl_l_\l{lgl!ll

A. Unibn por los bordes de la bica-~

A -
pa de LP5 en la que algunos &ci- ——a— v——— m———
dos grasos de la regifn de lipf{- WA —— eoa E———
do A podrian solubilizarse en la - ——_— R ——
membrana. gt ——— -~

B. Apertura de la bicaps de LPS pa-
ra permitir 1s interaccién de
los 4cidos grasos. A B
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El mecanismo planteado concuerda con los resultados de va="
rios estudios. En primer lugar, ss observd que los LPS tratacos
con Alcalis presentaban una mayor afinidad hacia los eritrocites
(Neter, 1956) y ademis causaban su lisis {(Ciznar y Shands, 1971)
actividad que no poseian los LPS nativos. Shands (1971) explicd
estas diferencias considerando que en los LPS nativos los 4ci-
dos grasos unidos por enlace sster y los unidos por enlace amida
se encuentran recluidos en el interior de la estructura en bica-
pa, mientras que en los LP5 tratados, reducidas 2 monocapa, po-
drian quedar sxpuestos hacia el exterior m&s grupos acilo.

Paralelamante se puso de manifiesto que el calentamiento a
100°C de los LPS también incrementaba su afinidad hacia los sri-
trocitos (Luderitz y cols., 1958) y linfocitos (Kabir y Rosens-
treich, 1977), si bien en menor magnitud gue el tratamiento con
4lcali. La explicacién de este hecho no estd totalmente clara,
pero es posible que se base sn gue debido al calentamiento los
LPS sufran una desagregacifn, o bien un cambio conformacional.

En el caso de monocitos, polimorfonucleares neutréfilos,
linfocitos B y T y plaquetas se ha concluida que la interaccién

"de su membrana con el LPS reside en una fraccidén lipidica com-
puesta fundamentalmente por glicerofosfol{pidos (revisién de Mo-
rrison y Ulevitch, 1978). Gimber y Rafter (1969) propusieron que
la interaccibn LPS-fasfolipidos puede.implicar cationes bivalen-
tes, o bien basarse simplemente en interacciones hidrofébicas en
tre grupos acilo.

Por otra parte, se han rsalizado estudios con monocapas y
bicapas fosfolip{dicas y liposomas, los cuales han demostrado.
que el LPS posese afinidad por dichos sistemas y es capaz de in-
corporarse en ellos. f£ste hecho apoya la idea de que la unidn del
LPS con las membranas celulares implique una atraccidn entre la

regibn lipidica del mismo y los lipidos de membrana.



 Schuster y cols, (1970) y Benedetto y cols. (1973) observa
ron que el‘LﬂS tenfa un efecto desestabilizador sobre bicapas com
puestas por PC y colesterol. Tales resultados sugieren la posibi-
lidad de que la interaccidén del LPS con las membranas celulares
de mamiferos también de lugar a su desestabilizacién.

Recientemente Onji y Liu (1979) han demostradec gue el LPS

provoca cambios en la carga superficial de liposomas Fosfolipidi
cos, éiendo necesaria la presencia de Ca2+ en gl caso de liposo-
mas con carga negativa, pero no an el de lipasomas con carga po-
sitiva o neutra, Estos resultados indican gue 8l LPS interaccio-
na con los liposomas tanto hidrofdbica como slectrostiticamente.
Ademés, sugieren la posibilidad de que la interaccién del LPS con
la membrana celular provoque cambios en la carga superficial de
la bicapa fosfolipidica, alterando as{ sus propiedades biolégi-

cas.
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ACCION DEL LPS A NIVEL CELULAR

Practicamente todos los drganos se ven afectados en la en-
dotoxemia, psro adn no est& completamente claro en cuales el afeg
to se basa en una accibn téxica directa del LPS y en cuales se ba
sa mas bien en la accidn de otros efectores, cuya aparicidn es se
cundaria a dicho fendmeno. Asimismo, tampaco se conoce bien la
participacidn de la lesidén de los distintos dérganos en sl desarrg
1lo del shock endotéxico.

Debido a su importancia central en los mecanismos de reac-
cidn del organismo se ha centrado gran atencién sobre la accién
téxica del LPS sobre el higado, las células del endotelio vascu-
lar, las plaquetas y las células del sistema inmunolégico (revi-
siones de Utili y cols., 1977; Morrison y Uleviteh, 1978; Bradley,

1979).

ACCION SOBRE LAS CELULAS DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

Macréfagos, leucocitos palimorfonucleares y linfocitos son
sensibles al LPS.

Macr&fiaqos '

Los macr8fagos liberan selectivamente anzimas lisosomales
después de la exposicién al LPS (Welscher y Cruchaud, 1976). Ac~-
tivados "in vitro" por LPS, destruyen células tumorigénicas por
un mecanisﬁo no fagocitico. que requiere un contacto directo y en
el cual se transfieren los lisosomas del macrdfage al citoplasma
de lé célula susceptible que subsecuentemente se lisa. Esta ac-
‘cién citotéxica es‘inhibida por hidrocortiscna, agente estabilji
zador de membranas, que impide la fusidn de las mismas requerida
para la transferencia. Asimismo, es inhibida por el azul trypan,
inhibidor de enzimas lisosomales. Por todo ello, Hibbs (1974) ha

propuesto que dichas enzimas son los efectorss de los macréfagos



activados.

Bradley (1979) sugiere gue tanto la citotoxicidad sobre cé
lulas humorales mediada por macr&fagos, como la mitogenicidad,
inducidas ambas por el LPS, implican la accién de los lisosamas
en el ciclo celular. Si tal accidn se centra en al ndcleo de su
propia célula (figura &), la consecuencia es mitogenicidad, pero
si se centra en el nicleo de otro tioo de célula el resultado es

la citotoxicidad.

(1) Endocitosis
(2) Formacién de lisosomas secundarios
(3) Liberacién de enzimes lisosomales

(4) lnteraccidn de lisoscmas activa-
dos con el nicleo, originando una
respuesta mitcgénica

(5) Aumento en la sintesis de mRNA,
que conduce a un incremento en los
niveles de enzimas lisosomales

{6) Autofagia, que da lugar a la das-
truceién de las mitocaondrias y o-
tras partfculas subcelularess

Fiqura. 6.- Consaecuencias celulares de las interaccionss entre el

LPS y los liscsomas.

Rosenstreich y cols. (1977) observaron gque macréfagos ds
ratén sintetizaban y liberaban grandes cantidades de prostaglan-

dinas PGE2 y PGF ’después de la axposiciéh "in vitro" al. LPS,

mientras que loszda una estirpe epesistente al LPS no presentaron
esta respuesta. Kurland y Bockman (1978) tambidn han descrito la
produccién de PGEl y PGE2 bajo la aceién del LPS. Este fendmena
podria tener una gran importancia, considerando que, como se de-

tallard mas adelante, existen datos que sugieren.que las prosta-



glandinas participan en la patofisioclogia del shock sndatéxico vy
que durante el desarrollo del mismo se elevan los niveles sangui-
neos de PGE2 y PGF,_.

Otros mediadorss liberados por los macrdfagos enkraspuesta
a la endotoxina son sustancias. procoagulantes, pirdgenos, colage
nasa y el factor estimulante de colonias, nacesario‘para el cre-
cimiento "in vitro" de colonias de monocitos y granulocitos.

A la vista de estos datos y de otros expsrimentos "in viuo"
(revisién de Morrison y Ulevitch, 1978) es tentador especular so
bre un papel central de los macr6fagos en la eslaboracifn.de media
dores responsables de muchos de los efectos de las endotoxinas
"in vivo".

Leucocitos polimorfonucleares

El LPS es capaz de inducir "in vitro" la liberacidn de enzi
mas lisosomales en leucocitos polimorfonucleares (White y Montgo-
mery, 1977). Este hecho tiene importancia, considerando que dichas
células estdn implicadas como mediadores de la lesién tisular en
muchos procesos inflamatorios, incluyendo la reaccifn de Shwartz-
man., La lesidfn tisular estid scasionada en su mayor parts por los
constituyentes lisosomales de leucocitos polimcrfbnucleares (Dean
y Barret, 1976), sustancias que son éapacas de digerir los compo-
nentes del tejido conectivo, incrementar la permeabilidad vascu- .
lar y activar otros mediadores de la inflamacifn como las quininas.

La participacién de este fanémeno sn el desarrollo del )
shock estd apoyada por la observacifn de que si se sliminan ds
la circulacién los leucocitos polimorfonucleares en algunas espg
cies animales, se altera profundaments su respuesta a la adminig
tracidn intravenosa de LPS. Sin embargo, esto no ocurre en prima
tes (Pingleton y cols., 1975).

Por otra parte se han descrito otros efectos "in vitro" del

LPS sobre estas células, como la inhibicibn de la actividad ATP-



asa de la membrana plasmitica y ciertos cambios en sus funciones
y en determinadas actividades metabdlicas (revisién de Morrisan
y Ulevitch, 13878).

Linfocitos

Los linfocitos B sufren mitogénesis bajo la accidn del LPS,
que provoca una seris de cambios bioquimicos después de su unibdn.
Estas cambios incluyen una elevacién de los niveles de c-GMP y un
aumento en la captura de aminoicidos e iones, prefersntemente Cazﬁ
Este idn parece jugar un papsl importante, puss el iondforo de ca-
tiones bivalentes A23187 también induce la transformacién y ade-
mas, este efecto no tiene lugar cuando sl CaZ+ astd ausente en sl
medio (Luckasen y cols., 1974). & su vez, el c-GMP es mitogénico
por si mismo, lo cual ha conducido a Watson (1975) a sugerir que
dicho compuesto actle como segundo mensajeroc de la accidn de los
LPS sobre los linfocitos 8. ‘

Por otra parte, el LPS pusde inducir la diferenciacién da
los linfocitos 8 "in vitro", dando lugar a la aparicidn de célu-
las que sintetizan inmupoglobulinas G y M (Kearrmey y cols., 1976)

También es capaz el LPS de infl_ir sabre la funcidn tanto
de los linfocitos T cooperadores como de otros tipos de linfaci-

toe,-

ACCION SOBRE LOS ERITROCITOS

Bltas concentraciones de LPS sometido a hidrflisis alcali-
na suave causan la lisis de los eritrocites (Cizndr y Shands,
1971). Sin embargo, concentraciones has bajas del mismo producto,
provocan una alteracidn en el contenido de K* y Na* de los eri-
trocitos, debido quizi a un incremento en la permeabilidad de es
tos iones a través de ciertas regiones de la membrana de los erji
trocitos, posiblemente combinado con un efecto indirecto sobre
la actividad ATPasa dependients de Na* y K* presente en la mem-

brana.



ACCION SOBRE LAS PLAQUETAS

A partir de los resultados de distintos tipos de experimen
tacién, tanto "in vive" como "in vitro", se han propuesto (revi-
sibénes de Merrison y Ulsvitch, 1978 y Walker, 1979) tres mecanis
mos a través de los cuales las interacciones de las endotoxinas
con las plaguetas pueden contribuir al sindrome del shock: a/ 1i
beracifn de sustancias vasoactivas tales como histamina y serotg
nina; b/ formacién de agregados plaquetarios intravasculares o-
clusivos; c/ induccibn de coagulacién intravascular disaminada
por generacifn de la actividad del factor plaquetarioc 3.

Existen diferencias fundamentales entre distintas especiss

" animales en la importancia relativa de esta respuesta, ya que los
mecanismos de interaccién endotoxina-plagusta dependen criticamepn
te de la presencia de sitios de adhersncia inmunolégica en la mem
brana de las plaquetas, la cual no se da en todas las aspécies a-
Himales. La respuesta en las plaguetas gue poseen dichos sitios,
se inicia con la unifn de la endaotoxina a la membrana plaquetaria
a través de la reqién de 1lf{pida A. Esta unidn permite la asocia-
cibén de los caomponentes de la ruta alternativa del complemsnto
sobre la porcién de polisacidrido de la endotoxina, que en el mi-
croentorno de la membrana plaquetarié origina el ensamblamiento
de los componentes terminales del complememto y la subsecuente
iisis de las plaquetas.

Ademés de esta respuesta litica, Oades y Morrison (1978)
han deseritéyuna respuesta secretora "in vitro" independiente del
complemento, que es daﬁandiente de ensergfa y parece basarse en un
efecto ionéforo para el Ca* llevado a cabo por el LPS. E£sta res-
puesta sblo se manifiesta con sl LPS del mutante rdgoso S. minne-
sota RS95 deficiente en polisacérido.

La respuesta de las plaquetas carentes de sitios de adheren
cia inmunoldgica a las endotoxinas estd definida chho menos cla-
ramente y existen resultados conflictivos en la literatura. Pare-

ce que la mayorfa de las endotoxinas ejercen pocos o ningln efec



to sobre este tipo de plaquetas, entre las que se incluyen las

humanas (revisién de Morrison y Ulevitch, 1978),

ACCION SOBRE LAS CELULAS RETICULO-ENDOTELIALES

Existen svidencias experimemtales gue sugiersn gue los efeg
tos de la interaccifn de la endotoxina con las células reticulo-
endoteliales pueden contribuir a la patogénesis del shock endaoto-
xémico. En primer Lugaf,los estudios de inmunofluarescencia indi-
recta han mostrado que el LPS se localiza en el endotelioc de los
capilares y cisrtos vasos en varios tejidos, incluido el higada,
transcurrido cisrto tiempc después de su inyeccién. £n segundo ly
gar, sa ha demostrado la lesidn de las células reticulo-sndotelia-
les mediante estudios morfoldgicos y de rscambio por administra-
cidn de 3H‘timidina sequida de autorradiograffa, ambos "in viva".
Ademis esta lesifn es independiente del complemento (revisién de
Merrison y Ulevitch, 1978).

Por otra parte, la perfusién"in situ"de un rifidn con endotg
xina, seguida de administracifn sistémica de una segunda dosis de
endotoxina, da lugar a la aparicién de una reaccidn de Schuartz-
man unilateral en el rifidn perfundido (Raiji y cols., 1977). E€s-
tos autores sugieren que el fendmena inicial en el dasarrallo de
la necrosis cortical del rifidn podr{a ser un efecto loczl de la
endotoxina sobre el endotelio vascular del mismo. ,

Maclntyre y cols. (1978) han demostrado que las células re-
tfculo~-endoteliales son capaces de capturar y transfopmar la F‘GH2
de origen plaquetario en PGI potente agente antiagregante plaque-
tario e hipotensor. La lesién de las células reticulo-endotalia-

les puede dar lugar a gue la PGH, se acumule en el medio y en la

2

plagueta siendo transformado en tromboxano TXA potente agents

2,
vasoconstrictor y agregante plaquetario, gue es liherado al to-

rrente circulatorio. De hecho Cock y cols. (1980) han demostrado

una marcada aparicidn en sangre de TXA_ después de la administra-

2
cién de endotoxina y sus resultados sugieren gque este compuesto
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es un factor primario en la patogdnesis del shock.
Alternativamente, la lesifn de las células puede exponer
la membrana basal vascular y aportar as{ un lugar de activacién
del factor Hageman de la coagulacién. Si esto ocurriess, no sdlo
se iniciarfa una coagulacién localizada, sino también la elabora-
cibén de potentes agentes vasoactivos, como la bradiquinina. Por
tanto, la lesidn original padrfa quedar amplificada snormemente

a travéds de un conjunto de mediadores.

ACCION SOBRE EL HIGADO

En la endotoxemia se ven alternadas numerosas actividades
metabdlicas del higado, habiéndose observado una desaparici6n da
las reservas de hidratos de carbono, una inhibicidén de la induc-
cidn de ciertas enzimas y de la glucaneogénesis (revisiones de U
tili y cols., 1977 y Goodrum y cols., 1978). El LPS induce ini=-
cialmente una hiperglucemia .transitoria que resulta de una sali-
da incremenrtada de glucosa hepética, debida a un aumento en la
glucogenolisis. Pero seguidamente se desarrolla una hipoglucemia
mgrcada,como cansecusncia de una captura elevada de glucosa por
los tejidos periféricos y de la imposibilidad del h{gado para
compensarla con un aumento en la salida de glucosa (Wolfe y cols.
1977). Estos efectos sobre el metabolismo hep&tico han sido rela
cionados por muchos autores con los cambios observados en la ac-
tividad de enzimas implicadas en las rutas mstabdlicas de los hi
dratos de carbono (revisién de Bradley, 1979).

Se ha propuesto que el LPS actla indirectamente por media-
cibn de la liberacién de epinefrina, pero esta hip6tesis no ha
sido corroborada por los resultados de varios estudios experimen
tales (Zwadyk y Snyder, 1973). De cualguier forma, los estudios
de Filkins y cals. (1975) y Filkins y Cornell (1974) sugieren
que la mayoria de los cambios en el metabolismo de hidratos de
carbono son secundarios al shock. Estos autores observaron ini-

cialmente que en el transcursoc del shock traumiticao tenfian lugar
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cambios en la glucemia semejantes a los observadosen el shock en
dotéxico. Posteriormente, midiendo la ccnversién de alanina en
glucosa "in vitro" en hepatocitos aislados s "in vivo", concluyg
ron gue la gluconeogéresis estd disminuida en ambos tipos de
shock.

Un aspecto fundamental en la dilucidacién del papel del hi
gado en la patofisiologf{a del shock endotdxico es si las célu-
las parsnquimatosas son afectadas directamente por sl LPS o no.
Existen datos de distintas lineas de investigacifn que sugieren
una respuesta afirmativa, como se comenta en detalles a continua-
cidn.

Estudias de distribucifn de 51Cr-LPS han demostrado que el
higado juega un papel principal en la eliminacién de la endotoxi
na circulante de la sangre y adaﬁés, parece ser el 8rgano més im
portante en la inactivacifn de la toxicidad del LPS (rav. de Uti
1i y cols., 1977). Asfi, el higado de ratln captura an una hora
més del B80% del LPS inyectads por via intravenosa (Walker y Sny-
der, 1978). Carcs del 45% del LPS se encuentra asociado caon la
fraccién nuclear, el 20% con la mitocondrial-lisosamal y ol 30%
con la soluble, si bien, no se ha establecido definitivaments
que estos valores reflejen una verdadera distribucidén intracelu-
lar del LPS, pues pusde tener lugar una redistribucidn durante
la preparacién y separacién de las fracciones subcelulares. Ds
cualquier faorma, més del 75% del LPS estd asociado con los hepa-
tocitos (Zlydaszyk y Moen, 1976), lo cual prueba que el LPS tie-
‘ne accesc a dichas cédlulas e interacciona con ellas,

La interaccién del LPS con la membrana plasméitica de los
hepatocitos ha sido demostrada en sstudios "in vitro" con hepa-
tocitos aisladaes de conejolmediantes técnicas de inmunofluores-

cencia (Rémadori y cols., 1979) y tambidn en estudios de uniédn
14

de C-LPS a hepatocitos aislados de rata realizados recientemen

te en nuestro laboratorio (Portolés, 1980). A la vista de los rg
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'sultados de estos (ltimos estudios, puede concluirse que en el
proceso de unién del LPS a hepatocitos aislados no parecen estar
implicados receptores especificos de membrana; por sllo puede
pensarse en un mecanismo de unién inespecifico sn el que la por-
cién lipidica del LPS se pone en contacto con los grupos hidrofg
bicos presentes en la membrana celular. Teniendo en cuenta la ag
tividad fagocitdria de los hepatocitos, esta unidn podria estar
relacionada con los procesos normales de endocitosis celular,

Los estudios morfoldgicos por microscopfa Gptica y electrf
nica han puesto de manifiesto la aparicidn de una serie de cam-
bios a nivel celular y subcelular después de la inyeccidén de do-
sis de LPS letales o prdximas a ellas sn distintos animales de
experimentacidn (revisifn de Utili y cols., 1977; Nordstoga y Aa
sen, 1979). Las células sa hinchan y lo mismo ocurre cen estruc-
turas subcelulares como el retfculo endopldsmico y las mitocon-
drias. Estas (ltimas llegan finalmente a presentar una ruptura
de sus membranas y‘una complata desaparicibdn de la estructura ip
terna mitocondrial. €n los lisosomas disminuye el ndmero de par-
ticulas densas. La lesifn de los hepatocitos puede llegar en las
etapas finales a la liberacién de materiales citoplasmiticos vy
a la muerte celular.

Se ha dedicado la m&xima atencién a las alteracionaes en las
mitocondrias debido a su importancia capital para la célula. An-
tes de profundizar en esste campo, se describirin las aspectos eg
tructurales y funcionalses,de las mitocondrias, necesarios para

su comprensidn.



CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE LAS MEMBRANAS
MITOCONDRIALES

La mitocondria posee una membrana externa, un espacio in-
termembranoso, una membrana interna y una matriz.

1) Membrana externa:

Solamente una minorfa de las enzimas mitocondriales se encuen-

tra localizada en la membrana externa (tabla 4) (revisi6n de De-

Pierre y Ernster, 1977).

Enzimas

NADH~citacromo b5 reductasa
Citocromo bs

Monoamino oxidasa

Membrana externa Acil graso-CoA sintetasa
fosfolipasa AZ
Glicegro-P-acil transferasa

Lisofosfatidato~acil transfFerasa

Componentes de la cadena respiratoria
Sistema da fosforilacifn ligado a la
cadena respirataria (A7Pasa Fl)
NADH deshidrogenasa (sensible a antimicina)
Membrana interna
Succinato deshidraogenasa
B-hidroxibutirato deshidrogenasa
Fosfolipasa A

2
Carnitina-acil transferasa

Tabla 4.- Localizacién de los catalizadores en las memﬁranas de

las mitocondrias de hfgado de rata.

Se acepta de forma general que la membrana externa es per-

meable a moléculas de pesos moleculares de varios miles, si bien
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esta permeabilidad no refleja su composicidn, pues poses una re-
lacién fosfoli{pidos/proteina doble que la correspondisntes a la
de la membrana interna. Ademés contiene una cantidad significa-
tiva de colesterol, componente que disminuye la permeabilidad dg
membranas artificiales a sustancias no lipfdicas (Ernster y Kuy-
lenstierna, 1970). Por ello, se ha planteado la posibilidad de
que esta alta permeabilidad de la membrana externa sea un arte-
facto, debido quizd a la distensidn de su estructura durantse el
aislamiento de la fraccifn mitocondrial (Tedeschi, 1971).

Membrana interna:

En la membrana interna mitocondrial residen la cadena reg
piratoria, sistema enzimitico, que transfiere al ox{gsno los e-
lectrones mcogidos de una gran variedad de sustratos metabblicos
(figura 9) y ademis, otros procesos de transduccibén de energia
relacionados con ella, como la sintesis de ATP (tabla 4). Debido
a ello pesse una complicada organizacién estructural y es muy rti
ca en enzimas.

La membrana mitocondrial internma es posiblemente la membra
na mas rica en proteina, pues contiene apraximadamente un 75% de
proteina y un 25% de lipidos. La protsina estructural representa
el 60-70% del total de proteina y probablemente constituye un es
quelsto para la colocacidn especifica de los componentes de la
cadena respiratoria en la membrana. Los lipidos de esta membrana
son en un 90% fFosfolf{pidas (tabla S) y constituyen un requeri-
miento esencial para la funecifn de todas sus estructuras.

Las Fosfclipidqs de la membrana interna difieren en su com
posicidén de los de la sxterna, presentando la peculiaridad de un
alto contenido en DPG (revisifn de McMurray, 1973). Ademis, di-
chas fosfolipidos poseen una distribucién. asimétrica en las dos
caras de la'bicapa (Krebs y cols.,1379), de forma que el orden

de abundancia en la cara externa o citoplasmétiéa gs: PC>PE>DPG



y en la interna o de la matriz es PE»>DPG>PC (tabla 5).

Mitoc. completa flembrana interna Membrana externa
Cara interna Cara externa Total

pc 40.5 11.0 28.0 37.9 45.4
LPC 1.4 ' 0.6 1.8
PE 34,7 21.0 13.0 38.3 30.4
PI 6.6 2.0 8.4
sMm 2,4 g.8 4.4
UPd 14.8 18.0 6.0 20.4 9.5

Tabla 5. Composicidn sn fosfolipidos de las mambranas mitocoqdriales

de higado de rata.

Tambiédn en la composicién en Acidos grasos de los fosFolis
pidos exister difsrencias entre las dos membranas mitocondriales
pues los constituyentes de la interna son més ricos en acidos
grasos insaturados (revisién de McMurray, 1973) (tabla 6). En es
te aspecto son interesantes ademas, las diferencias entres las
distintas clases de fosfolfpidos en cuanto al contenido aen &ci-
dos grasos insatﬁfados, ya que PC es muy rica en 18:2 y 20:4, PE
loes m8s en 20:4 y DPG sbélo es rica en 18:2, sl cual es, por otra
parte, su 4cido graso mayoritario.

Con respecto a la distribucién posicional de les grupos
acilo en los fosfolipidos de las membranas mitocondriales (tabla
7) cabe resaltar gue, como ocurre en general en las demis membra
nas, la posicifn sn-1 esti ocupada preferentemente por &cidas
grasos saturados o monoinsaturados, mientras que em la posicidn
sn-2 se encuentran los de mayor ndmero de insaturaciones. La ex-
cepcidn estd en el DPG, que presenta 18:2 en las dos pcsicioneé

(Pfeiffer y cols., 1979).



Acidos grasos (como % del total de ac. grasos en peso)

14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 20:3 20:4 22:6

Mitoc. completa 0.4 27.0 3.2 21.6 13.0 12.4 1.3 17.7 2.9
PC Memb. interna 0.3 27.1 3.6 18.0 116.2 15.8 1.0 18.S 3.8
Memb. externa 0.4 27.0 4.1 21.0 13.5 13.5 1.1 15.7 3.5

Mitoc. completa 0.2 7.0 7.6 3.6 19.9 58.8 1.2 1.8

DP
¢ Memb. interna 0.7 7.0 6.5 4.3 19.7 58.6 2.4 1.5

Mitoc. completa 0.3 26.6 3.2 27.3 12.0 5.4 22.0 3.2

PE  Memb. interna 1.2 19.6 1.0 24.8 13.0 8.5 1.9 23.5 5.6
Memb. externa 0.6 25.3 2.5 25.5 0.0 4.7 0.1 22.8 8.0
Mitoe. completa 26.3 S.8 38.4 14.0 4.2 7.6 3.2

PI
Memb. axterna 2.0 28.7 4.9 33.0 16.2 6.6 7.2 4.5

Tabla 6. Composicifn en 3cidos qgrasos de las clases de Ffosfolfpides predo-

minantes en las membranas mitocondriales de hfgado de rata.

Acidos grasos (nmoles/mg proteina mitocondrial)

l4:0 16:0 15:1 18:0 18:1 18:2 20:3 20:4 20:5 122:S5 22:6

€, 0.6 37.8 3.5 27.7 7.3~ 3.5 0.1 0.3 0.1 0.1
p
¢ €, 0.2 3.7 1.5 1.9 S.6 17.9 2.4 31.6 3.5 2.6 Lll.5
C, 0.2 31.4 1.1 24.2 6.2 0.8 _
PE
c; 0.1 1.1 ©0.4 0.6 1.8 6.4 0.8 27.7 3.0 4.5 19.7
C, 0.2 1.0 1.3 0.4 26.0 0.1
DPG
C, 0.5 1.2 8.3 19.0
c, 0.2 2.5 6.2 5.8 0.1 0.1 0.5
PI
c, 0.4 0.8 0.2 0.3 0.2 7.4 0.2
¢, 1.2 72.7 6.1 57.7 13.9 30.4 C.4 0.8 0.1 0.1

Total c, 0.3 5.7 3.1 3.3 15.9 43.6 3.4 66.7 6.5 7.1 31.4

Yabla 7.- Distribucidn posicional de los grupos aci16 de las clases princi-

pales de lipidos mitocondriales.



El papel de los fosfolipidaos en la funcidn de la membrana
interna mitocondrial parece residir a nivel de los sistemas snzi
mdticas organizados. Por sjemplo, la cadena respiratoria esté
compuesta por cuatro complejos, cada uno formado por un mosdico
de lipidos y proteinas. Los fosfolipidos son esenciales para el
funciaonamiento de los comple jos como un todo, ya gque su organiza
cibén requiere un estado conformacional especial de las proteinas
componentes, que se mantiene gracias a las interacciones con el
entorno fosfolipidico. Al mismo tiempo, la organizacién de los
comple jos representa una disposicidén adecuada de las proteinas
dentro del mosdico, que se basa en la presencia de las moléculas
de los fasfolipidos intercaladas entre ellas (revisiones de De-
Pierre .y Ernster, 1977 y Gemmsl, 1978).

La demostracidn de la dependencia de los sistemas de trans
porte slectrdnico de la presencia de los fosfolipidos de membré—
na,‘requirié métodos de extraccidn bajo caﬁdiciones suficiente=
mente suaves para permitir la posterior reintroduccidn de los 1i
pidos en el complejao. Se han utilizado dos métodos, el primero
implica 1la extraccién con una mezcla de acetona y agua (90:10;
v/v) y slimina un 80% del total de fosfolipidos (Brierley y col.
1962). E1 segundo método (Fleischer y cols., 1964) se basa en el
tratamiento con fosfalipasa A'bajo condicianes controladas y da
lugar a la degradacidn de leos Foéfolipidos a lisofosfatidos vy

. 4cidos grasos libres, productos que se eliminan mediante lavados
con albdmina, ya que pueden actuar como inhibidores. La recupera
cibén de las actividades se efectud al adiﬁionar suspensiones mi-
celares de fosfol{pidos mitocondriales y estaba acompafiada por
lIa Qnién de los fosfolfpidos a las membranas empobrecidas en li-
pidos (revisién de McMurray, 1973).

Asi mismo, la solubilizacidén del sistema ATPasa responsa-
ble de la fosforilacién oxidativa da lugar a la pérdida de acti-
vidad y de su sensibilidad a la inhibicidn por oligomicina y 1lo

mismo ocurre cuando se tratan con fosfolipacsa Ay particulas sub-
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mitocondriales, derivadas de la membrana interna por sonicacidn.
Ambas propiedades se recuperan cuando se édicionan fosfolipidos
a los dos tipos de preparaciones (revisidn de McMurray, 1973).

Una de las caracteristicas de la membrana interna mitocon-
drial es su muy baja permeabilidad, incluso a moléculas rslativa
mente pequefas. Asi, compusstos no electrolitos insolubles en 1lf
pidos con un pesso molecular superior a 100-150 son virtualmente
incapaces de cruzar esta membrana por difusién pasiva y en el ca
so de molédculas cargadas, incluso iones tan simples como H*, K*,
Na*ty Cl* no pueden difundir librements a travéds de la membrana
interna (Ernster y Kuylenstierna, 1970). Esta propiedad tisne
gran importancia por su relacidn con los procesos metabblicos
que tisnen lugar en los medios a ambos lados de la membrana. Por
8llo existen en ella varios transportadores, que controlan el
flujo de maetabolitos implicados en la transferencia da equivalaen
tes de reduccién y el transporte de ATP, ADP, fosfato inergénico
@ iones entre los dos compartimisntos (revisifn de DePierre y Er~
nster, 1977}.

Por otra parte, la membrana interna mitocondrial se compogr )
ta como un sistema de transduccifn de energfa consistente en va-
rias unidades’que puaden interconvertir reversiblemente la anar-
gf{a almacenada en forma de potencial redox, snlaces de alta ener
gfia o gradientes de concentracidn (figura 7). As{ la cadena res-
piratoria y el sistema ATPasa pueden servir como fuerzas motri-
ces para la transhidrogenasa de nucleotidos de nicotinamida e
igualmente para los sistemas translocadores de iones (revisién
de Ernster, 1977).

Las unidades transductoras de energf{a pueden generar de
forma reversible un gradiente de concentracifn de protones o un
potencial de membrana, qgue pusden sevir de base para la transfe-
rancia de energfa entre distintas unidades, es dapir, constituir

el fondo comin de energfa para las unidades de transduccidn de
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Figura 7.- Unidades de transduccién de energfa de la membrana intsrna

mitocondrial.

energia. Esta es la base de la hipbtesis quimiosmbética gue fué
sostenida inicialmente por Mitchell (1976) y en la actualidad es
la mds extendida. De acuserdo con esta hipbétesis, la membrana in-
terna constituye una parte integral del mecanismo de la transdug
cibén de energfa y debe hallarse intacta como barrera de permea-

bilidad (revisiones de Wikstr®%m y Krab, 1980 y Fillingame, 1980).

CONTROL RESPIRATORIO

Gracias a la sxistencia de las técnicas polarogréaficas de
medida del consumo de oxfgeno en preparacionss de mitocondrias
aisladas, los conocimientos sobre las propiedades de la respita-
cidn y el acoplamiento con la Fnéforilacién se han desarrollado
considerablemente-

La respiracidn se efectda a una velocidad médxima en las mi
tocondrias aisladas, solamente cuando hay P§y y ADP en el medio.
Cuando falta ADP; la velo;idad de respiracidn es muy baja y no
se produce fosforilacién, debido a la inexistencia de aceptor de
fosfato. Esta situacién se conocs como estado 2 de la respira-
cién. Al afadir posteriormente una cantidad conocida de ADP a
este sistema, el cansumo de oxfgeno experimenta un brusco incre-

mento hasta un valor méximo y simulténeamente el ADP afiadido se
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fosforila. Este estado recibe el nombre de estado‘S. Cuando se
ha fosforilado todo el ADP afadido, la velccidad de consumo de
oxfgeno desciende bruscamente alcanzéndose el estadoc denominado
4 (figura 9).

£l control de la velocidad de respiracién por la concentra
cidn de ADP se denomina control respiratorio. La relacidn o {ndi
ce de control respiratorio (RCR) es el cociente de las velocida-
des de respiracién mitocondrial eriestado 3 y en estado 2 o 4.
Esta relacidn constituye un control Gtil de la integridad de las
mitocondrias aisladas, ya gue cuando se hallan lesionadas o snvg
jecidas, pierdsn su capacidad de fosforilacidn del ADP y en su
ausencia se produce transporte electrénico a una velocidad méxi-
ma. En este caso RCR = 1; no obstante, en mitocondrias intactas
la relacidn es generalmente muy elevada, pudiendo alcanzar valo-
rgs de hasta 10.

Por otra parte, la oxidacidn mitocondrial de los sustratos
dependientes de NAD* conduce a la fosforilacidn de hasta tres mg
léculas de ADP por Atomo de axfgeno reducido (figura B8). Ccmo
consecuencia, la relacién P/0 (n? de moléculas de fosfato inor-
génico utilizadas para FosForilaF ADP por atomo de oxigeno con-
sumido) puede alcanzar un valpr miximo de 3. Sin embargo, algu-
nos metabolitos, como por ejemplo el succinato, son deshidrogs-
nados por las flavoproteinas y aportan sus electrones a la coen~
zima @, soslayando asi sl centro I de fosforilacién (figura B8).
Por ello dan como resultado la fosforilacidn de. solo dos molé-
culas de ADP bur 4tomo de oxfgeno reducido, es decir, la rela-
cién P/0 puede alcanzar .un valor miximo de 2.

En estudios de respiracifn con mitocondrias aisladas, la
relacién ADP/0 (n2 de moles de ADP gﬁadidos dividido por el n@
de 4tomos de oxfigenc adicional consumidos) es igual a la rela-
cién P/0. La proximidad del valor calculado para dicha ralaéiéq

al valor teérico correspondiente al sustrato utilizado, refleja



el grado de acoplamiento de la fosforilacién oxidativa en la pre

paracifn mitocondrial.

Glutamato Succinato Rscorbato
Malato 4
FPy
Rotenona Antimicina A Cianuro
l . ,
1 | !

HAD ——=F P} ——eCoenzima 0 —==Cit b—}—~Cit c;,—=Cit ¢ —=Cit ag—{=+0;

Cantro ! centto I1 Centro I1I
ADP-Pi ATP ADP-P{ ATP ADP-Pi ATP

Fig. B.- Diagrama de la cadena respiratoria que musstra los tres centros de
fosforilacién oxidativa. Mediante el usa de inhibidores (flechas
discontinuas) dichos centros pueden estudiarse por separado. Cada
centro es rasponsable de la sintesis de una molécula de ATP por &-

tomo de ox{geno.

La fosforilacién oxidativa resulta influida por "agentss
qufmicos gque pueden agruparse en tres clases principales:

a/ Agentes desacoplantes: Permiten la realizacidén del transporte
electrdnico, pero impidan la fosforilacidn del ADP. Ademés, provg
can un gran aumento en la actividad hidrolftica sobre el ATP,
que en ausencia de estos agentes es muy débil. Estimulan la velg
cidad de consumo de ox{geno de las mitocondrias en ausencia de
ADP (Figqura 9).

La mayor parte de los agentes desacoplantes comocidos son
sustancias liposolubles que contienen un grupo 4cido y su meca-
nismo. de. accifn se basa probablements en la4elimina§i6n de" los
gradientes de concentracién de H* a través de la membrana inter-
na mitocondrial..

b/ Inhibidores de la formacifn de ATP: Impiden, tanto la estimula



- 38 -

cidn del consumo de oxigeno por el ADP, como la fosforilacidn del
ADP, ya gue bloquean la transduccién de snergia entre la cadena
respiratoria y la ATPasa. A consecuencia de ello, se alcanza un
nivel snsrgdtico gque hace imposible la continuacidn del trans-
porte electrdnico. S5in embargo, la presencia de un agente desacg
plante anula la accibn de los inhibidores sobre el consumo de o-
xigeno, ya gue provocan la desaparicidn del mencionado nivel ener

gético (figura 9).

Oligomicina
[0,] o fo,) | All)p

Tiempo Tiempo

Fig. 9 .- RAccidn de los agentses desacoglaétes (ONP) vy los inhibidores (OLli-

gomicina).

c/ laonéforos:. En su mayorfa forman complejos liposolubles con ca
tiones especificos, los cuales son transportados de este modo a
través de las membranas. Impiden la fosforilacifn oxidativa, por
gue obligan a las mitocondrias a utilizar la energfa de la respi
racifn para bombear cationes al interior de la matriz. Este pro-
ceso se mantiene - indefinidamente, ya que los cationes salen de
la mitocondria a la misma velocidad con que son bombeados hacia

su interior.
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MECANISMOS Y REGULACION DEL TRANSPORTE DE CaZ* MITODCONDRIAL

Las mitocondrias de los tejidos animales pueden acumular
Ca2+ en contra da gradiente mediante un bombeo dependiente de e-
nergfa catalizado por una glucoproteina especifica de la membra-
na interna e inhibido por rojo de rutenio y lantinidos. 5e ha
propuesto que el Cal* se une a la superficie de la membrana mitg
condrial antes de alcanzar el sistema transportador, de forma
que la interferencia de ssta unidén afecta a lacinética de captura
de Ca2* (revisidn de Saris y Akerman, 1980). Despuéds de la ex-
traccién con acetona de los fosfol{pidos de la membrana mitocon-
drial, los sitios de unién desaparecen (Scarpa y Azzi, 1968; Ja-
cobus y Brierley, 1969); pero reaparecen con la adicifn de fosfg
1ipidos, lo cual sugiers que la unibn del Ca?+ se realiza princi
palmente sobre las cabezas polaras de las moldculas de FosFolip£
dos de la membrana mitocondrial (revisidn de Saris y Akerman,
1980).

D9r otra parte, existen datos (revisién de Saris y Akerman,
1980) que sugieren que la captura de Ca2+ se ve afectada signifi
cativamente por el estada fisico de la. membrana, a travéds de un
efecto sobre la difusién desde la superficie de la membrana has-
ta 8l transportador localizado en el interior de la membrana. De
hecho, los cambiocs an la temparaéura y en la fluidez de los lipi
dos afectan notablemente a la difusifn de iones a través de lipg
somas (Blok y cols., 1975), Del mismo modo, cationes bivalentes
como sl Mg?* (Papahadjopoulos, 1972) y otros agentes que modifi-
can la fluidez a la densidad de carga de las membranas afectan
a la psrmeabilidad de liposomas. Pero, ademéds, las mitocondrias
posesn un mecanismo independiesnte responsable de la liberacién
del Ca2+ acumulads, alin cuando el potencial de membrana es sufi-
cientemante alto como para impedir la salida de calt por la in-
versién de la accién del transportador mencionado anteriormeni&

_La base molecular de esta vfa de salida de Ca2+ esté tadavip po-
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co clara (revisién de Fiskum y Lehninger, 1980). Unicamente Blon
din (1975} y Raman y cols. (1l979) han presentado dataos que indi-
can que los 4cidos grasos insaturados y los saturados de longi-
tud de cadena media pueden estar implicados en la liberacién de
Cal* de las mitocondrias, sugiriende ademds, que los 3cidos gra-
sos insa?urados liberados por la fosfolipzasa Ro mitocendrial po-
drian ser esenciales en la regulacién de dicho procesoa.

ExiIste un acoplamiento entre los procesos de captura y li-
beracidén de CaZ*, tal que ambos pueden funcionar al mismo tiempo
bajo condiciones fisiolAgicas, dando lugar a un ciclo de Ca2t que
permite el establecimiento de un estade estacionario en las con-
centraciones de CaZ* intra y extramitocondriales. Parece que es-
te sistema junto con. el reticulo endoplismico participa en el
control de la cencentracidn citoplidsmica de Cal+% y, an consecusn-
cia, est8 implicado en la regulacién de las actividades celulares
sensibles al Ca2* (Nichols, 1978; Becker y cols., 1980).

La capacidad de retencidn del Ca?* acumulado en las mito-
tocondrias aumenta sn presencia de agentes gue estabilizan la
membrana interna mitocondrial, como el Mgz+ y la aspermina. £s-
tos agentes actdan probablementq previnienda los efectos nocivos
del CcaZ2+ para la mitocondria, tales como aumento de la permeabi-
lidad y consecuente hinchamiento, as{ camo la activacidn de la
fosfolipasa A (revisién de Saris y Akerman, 1980). La elimina-
cién del Mg2* provoca un incremento en la parmaabilidéd de dicha
membrana y la liberacién del Ca2+ acumulado en las mitocondrias
(revisifn de Saris y Akarman; 1980). Estos efectos se basan qui-
24 en la formacién de comple jos con los grupos anibnicos presen-
tes en la membrana, de forma que los fosfali{pidos cargados nega-
tivamente y ciertas proteinas tenderfan a guedar inmovilizadas
(Binet y Volfin, 1975), Lo mismo podria ecurrir con los 4cidos
grasos libres, qus son capaces de actuar como ionfforos para ca-

tiones monovalentes (Wojtczak, 1974) y para Ca?* (Roman y cols.,



1979).

La liberacién de Ca* puece ser inducida "in vitro" er mi-
tocondrias aisladas por una serie de factores (tabla 8) cuya par
ticipacidn en la célula intacta bajo condicianes fisioldgicas no

se conoce.

Agente Mecanismo de accién zugerido

Ro jo de rutenio Inhibe el transporte hacia el interior
Fosfoenolpiruvato Libera el ATP mitocondrial

Relacifn NAD(P)/NAD{P)H Activa @l flujo de salida

N-etil-malgimida y otros
reactivos con grupe -SH
Oxalacetato
pi Incramentan la permeabilidad
i
Palmitoil-CoA

Acidos grasos libres
: Actuan como ionéforos

Prostaglandinas
EDTA Elimina el Mg?* de la membrana interna
Desacoplantss Disminuyen el gradiente de pH o el po-

tencial de membrana

Tebla 8.- Factores que astimulan la liberacién del Ca2+ mitocondrial.

Las perspectivas son buenas para una requlacién de la concentra-
cién citoplésmica de Ca2* por el estado de: oxidaciém de los nu-
cleotidos de piridina, puesto que este parimetro sufre considera
bles variaciones en funcién del estado snergético celular. El
Caz* gstimula ciertas enzimas, como la fosforilasaqnﬁnasa,raspon-
sable ds la actiQacién de la glucogenolisis, promoviendo asi la
movilizacién de las reservas de snergia.  Por ello, es posible

que en las células con un bajo nivel energético se produzca un

cambio en la distribucién del C§2+, que eleve la concentracién ci
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toplismica de Caz*. Este cambio estarfa promovido por el estado
relativamente oxidado de los nuclectidos de piridina, que acompa

fia a un nivel de energia bajo en sl citoplasma.

ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA A MITOCONDRIAL

Considerando que la fosfolipasa A mitocondrial, al iqual
que las demds fosfolipasa A, de membrana. es activada por Ea2+
(White y cols., 1969), gque los fosfolipidos mitocondriales unen
cationes bivalentes (Saris y cols., 196%) y que esta unidn reprs
senta la primera etapa para su transporte a través de la membra-
na (Rossi y Lehninger, 1964) es interesante comentar los aspec-
tos gus ge conocen sobre la relacidn de la mencionada actividad
con los movimientos del CaZ*,

Parce y cols. (1978) han sugerido gque en las mitocondrias,
en las que la oxidacifén y la fosforilacibén estén acopladas, la
actividad de la fosfolipasa A2 no se manifissta, porque es inna-
ccasible al Cal* debido a la localizacibn de la enzima en las
membranas mitocondriales. También es posible que la mencionada
actividad estd compensada normalmente por una reacilacién cancg
mitante de los lisoderivados resultantes (figura 10) y que, dni-
camente cuando hay un disbalance de los dos procaesos, la activi—
dad de la fosfolipasa A, se haga patente. E£sto es lo que ocurre
en el envejecimiento mitocondrial "im vitro", proceso en el que
tienen lugar simultineamente una péfdida de la capacidad de las
mitocondrias para retenser al ca2+ acumulado en su interior y una
elevacibén en sus niveles de lisofosfolipidos (Siliprandi y cols.,
1979). Se ha propuesto que un incremento en la actividad de la
fosfolipasa A, est4d implicado en la distorsidn de la funcionali-
dad que acompafia a dicho proceso de enve jecimiento tParce y cols.,
1978; Siliprandi y cols., 1979).

Por otra parte, la adicién de Ca?* a3l medio de una suspen-

sién de mitocondrias estimula la liberacién de &cidos graéos por
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HoC~-00CR,
R,CO0-CH

Fosfolipasa Aj ”zé'ox

Cal* CoASH

CoASH R,COSCoA
atp  AMP+PPL
H,C-00CR)

RyCOOH  HO-CH
H,C~0X

Aciltransferasa

Lisofosfolipasa 1

H,C-OH R)COOH
HD-?H

Ry = Cadena saturada o monoinsaturada
Ry = Cadena poliinsaturada

X = Fosfoetanolamina (colina, etc.)

Figura 10.- Metabolismo de fosfolipidos en las membranas mito-

condriales.

la accifn de la fosfolipasa A3 mitocondrial (Pfeiffer y cols.,
1979).

Recientemente, Pfeiffer y cols. (1979) y Beatrice y cals.
(1980) han puesto des manifiesto el papel de la actividad de la
fosfolipasa A2 en el mecanismo subyacente a la accién dé N-etil~
maleimida, diamida, Pi y palmitoil-CoA. Estos agentss provocan
la liberaci6n de Ca2* mitocondrial por un mecanismo camOn, que
sg basa en un incremento en la permeabilidad de la membrana in-
terna. - .

La accidn de dichos agentes requiere la presencia especi-
fica de Ca2* exbgeno, cuyo lugar de actpacién debe estar locali-
zado en la cara interna o en el interior de la membrana interna,

ya que la mencionada accifn es impedida por el rojo de rutsenio,



- 44 -

gque inhibe la penetracién del Ca2* gn la membrana y por tanto su
transporte hacia el interior de las mitocondrias. Ademés, el cam
bio en la permeabilidad no se manifiesta en presencia del anest§
sico nupercaina, inhibidor de la actividad de la fosfolipasa Ajp,
y los mencionados autores han observado la aparicifén de &cidos
grasos poliinsaturados, que son el producto de dicha actividad,
paralelamente al desarrollo del cambio en la permeabilidad. Sin
embarga, la adicidén de A&cidas grasaos exdgenas, sn cantidades
comparables b sustancialmente m&s altas que las producidas por
Cal+ y los agentes mencionados, no provoch efectos nocivos so-
bre las mitocondrias (Beatrice y cols., 1980). €sto sugiers a
Vdichos autores que, quizéds, los respansables primarios del in-
cremento en la permeabilidad sean los lisofosfolipidos regsultan
tes de la actividad de la fosfolipasa Ay, aungue no han sido de-
terminados los cambios en los niveles de dichos compuestos.

Es posible también, gue los agentas mencionadas den lugar
a una inhibicién de la reacilacibn de lisofosfolipidos, gue sea

la responsable del ihAcremento en los niveless de AGL.
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ACCION DEL LPS SOBRE "LAS MITOCONDRIAS

Se ha demostrado que, paralelamente a los cambios morfoldgi
cos, LPS procedentes de distintas bacterias provocan una serie
de perturbaciones en la funcionalidad mitocondrial, cuando se in
yectan en animales de experimentacidn y cuando se afiaden a célu-
las en cultivo o preparaciones de mitocondrias aisladas de higa-
do de rata o humano. Ademis, estos efectss son llevados a cabo
por cantidades biol8gicamente significativas de LPS en el curso
de unas horas e "in vitro" bajo condiciones en las que la parti-
cipacibn de mediadores humorales u hormanas estd minimizada (re-
visién de Utili y cols., 1977 y Bradley, 1979).

Entre los efectos inducidos por el LPS sobre las mitocon-
drias hay gque destacar la inhibicidn del metabolismo oxidativo,
con una disminuecidn en la velocidad respiratoria en estado 3 vy
en el RCR que indica wun desacoplamiento de la oxidacidn y la fos
forilacidn. Este efecto se ha observado también, tratando mito-
condrias aisladas con lipido A (revisidn de Bradley, 1979), por
lo que quizd la actividad desacoplante reside en la porcidn de
4cidos grasos del LPS. Ademds, se ha sugerido que el mencianado
efecto se basa en alteraciones cde ka membrana interna mitocon-
drial (Harris y cols., 19683 Nicholas y cols.,1974). Por otra
parte, sl LPS altera la captura de cal+ por las mitocondrias,
independisntemente de la inhibicidn de la oxidaci6n de los sus-
tratos (Mela y couls., 1970).

Las alteraciones en la funcionalidad mitocondrial de los
hepatocitos podrfan ser las responsables de los profundos cam-
bios metabdlicos del higado descritos anteriormente. La disminy
cién de la actividad malato deshidrngenasa reduce el aporte de
oxalacetato citoplésmico, que es el sustrato de-la fosfoenelpiry

vato- carboxiquinasa durante la gluconeogénesis. A medida que la
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relacién ATP/ADP desciende, se estimulan las actividades de la
fosfofructoquinasa y la piruvatoquinasa de la ruta glucolitica..
Tiene lugar una elevacidn de los niveles de NADH en sl citoplas-
ma gue es responsable de un incremento en la reduccién de piru-
vato a lactato. Debido a su conexidn con los niveles de NADH,
los de NADPH citaoplésmico se elevan, de forma que para estables-
cer una relacién NAD(P)/NAD(P)H favorable se origina perdxido de
hicdrbégeno al actual la NADPH-oxidasa.

Los mecanismos mediants los cuales el LPS provoca los efec
tos descritos en las mitocondrias no esté4n claros y tampoco se
conoce su situacidn an‘el esquema global de la lesién celular,
si @s primario o secundario a otras alteraciones patofisioldgi-
cas del shock. Sin embargo, existen algunas hipdtesis, que se co

mentan a continuacifn.

1. Efectos secundarios al shock circulatorio

a/ La inadecuada perfusién tisular gue acompafia al shock circula
torio puede ser responsable de una hipoxia, la cual corigina una
deficiente produccién de energfa que indudablemsnte implica una
incapaciﬁad de las bombas de iones. El resultado es una entrada
de iones extracelulares y entre ellas el Ca2+* acompafiada de una
impcsibilidad de bombeolhacia su interior por parte de las mito-
ﬁondriés y reticuib aﬁdoplésmico y consecuéntemente una gleva-
cifn en los niveles citoplédsmicos de Ca2+ (Chien y cols.; 1977),
capaz de activar la fosfolipasa Ap de membrapas. Asi, se ha des-
crito una pérdida de fosfol{pidos, como consecuencia de la isquse-
mia, en homogeneizado total y sobrenadante postmitocondrial de hi
gado de rata (Chien y cols., 1978) y en mitocondrias de rifién de
rata (Smith y cols., 1980), y de cerebro de cobaya (Majeuska y
cols., 1977). Tambidn se piérde en la isquemia 1la funcionalidad

mitocondrial (Mergner y cols., 1977 a y h).
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b/ Algunos mediadares humorales, que aparecen como consecuencia

de la endotoxemia, podrian ser responsables de las alteracionss
mitocondriales a través de una elsvacifn en la concentracién ci-~
toplédsmica de CaZ*, Asf, las catecolaminas, cuyos niveles sangui-
ngos se elevan en la endotoxemia (Heiffer y cols., 1958; Esdahl,
1959), parece gue son capaces de incrementar los niveles cito=-
plismicos de CaZ* (Rasmussen, 1970). También las prostaglandinas
cuya sintesis y liberacidén ss inducida por el LPS y por las quini
nas que aparecen en la endotoxemia, actdan como innéforog de CaZ*
(Kirtland y Baum, 1972; Carsten, 1973) pudiendo alterar sl con-
trol de la concentracifn citoplésmica de este i6n.

c/ Como se menciond anteriormente, en el shock endotéxico se ha
observado una elevacién inicial transitoria en las niveles san-—
guireos de AGL. James (1977) ha sugerido que estos &cidos gra-
sos ovodrian ser capturados por los hspatocitos y actuar como a-
gentess dssacoplantes (B jdrntorp y cols., 1964) o favorecer la
salida de Ca?* de las mitocondrias.

II. Accidn directa del LPS sobre los hepatocitos

a/ La unién del LPS a la membrana plasmidtica podria incrementar
el flujo de Ca2* a travds de -la misma, como sugieren los resul-
tados de Connors y cols. (1973). Este efecto podria incidir so-
bre los niveles citopldsmicos de dicho ién, con las cansecusn-
cias mencionadas.

b/ Existen evidencias de que durante el shock inducido por LPS,
las mitocondrias pierden el Mgz+ unido a su membrana interna y
que esta pérﬁida acompafia a la modificacidédn en la estructura vy
Funcifn de la misma (Mela y cols.,1970 y 1971). Ademads Greer y
cols. (1973) observaron que la presencia de Ngz+ eﬁ sl medio
previene la pérdida del control respiratorio provocada "in vi-
tro" por el LPS en preparacicnes de mitocondrias aisladas y han
sugerido que el LPS actla secuestrando el Mgz+ endGgeno de la

membrana mitocondrial. Teniendo en.cuenta que, como se vefa ante-
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riormente, .0l Mgz*

tiene una gran importancia para la funcién de
dicha membrana y que parece que el LPS penetra en los hepatoci-
tos, esta hipltesis resulta en principio bastante sélida.

Otra hipbtesis igualmente interesante es la propuesta por
Bradley (1979) (figura ll), gue sugiere gue el LPS es introducido
en las células por endocitosis, de forma que el fagosoma resule—
tante se une con un lisosoma primario. El LPS es transferido a
la membrana mitocondrial y sn la interaccidn con ella el lipido
A altera su estructura, desplazando a algin complejo de la cade-
na respniratoria o a la ATPasa.
¢/ E1 LPS puede provocar "in vivo" la liberacidn de enzimas lisg
somales en el hfgado (revisiones de Utili y cols., 1977 y Brad-—
ley, 1979) y se sugirib que los cambios en el pH y las caoncentra
ciones citoplésmicas de cationes inducidas por 21 LPS podrfan ac
tivar estas enzimas {Mela y cols., 1972). Mela y cols. (1973)
comprobaron gqus la adicién de eniimas lisosomales a mitocondrias
aisladas provaoca la aparicidn de la mayorf{a de los efectos indu-
cidos por los LPS, por lo que han propuesto gue son responsables

parcialmente de la lesién mitocondrial.

(1) Endocitosis

(2) Unién del LPS a la membrana interna
mitoecondrial

(3) Alteraciédn deo la funcionalidad mito-
condrial.

(4) ADP y P se acumulan sn el citoplas
ma estimulanda la ruta glucolftica

(5) E1 NADH acumulada se rsoxida mediante
la reduccidn del piruvato a lactato

(6) Los Tadicales 03 y el HpD, dafian a
los constituyentes celulares

(7) Se estimula la sutofagia y se liberan
las enzimas lisosomales

Figura.ll.- Modelo para explicar los efectos del LPS (éradla% 1979)
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PROSTAGLANDINAS EN EL SHOCK

Las prostaglandinas son agentes vasoactivos potentes qus
se forman en la mayoria de los tejidos de mamiferos a partir de
4cidos grasos poliinssturades de-uginte Atomos de carbono, si-
multdneamente a la aparicién de los mismos.

La accifn de la fosfolipasa A, sobrs las fosfolipidos ds
las membranas es de una importancia considerable, ya que una
gran parte de los Acidos grasos liberados corresponde al 4cida
araquidénico (MeMurray, 1973) y su disponibilidad limita la ve-
locidad de la biosintesis de prostaglandinas (lLands y Samuelsson
1968). Por ello, la'liberacifn de este &cido graso, en respussta
a una elevacidn en los .niveles de Caz*, podr{a representar un

2+ gelular y el metabolismo de pros

punto de canexién entre el Ca
taglandinas. Esta hipfitesis est4 apoyada por el hecho de que el

Ca2* estimula en cortes de médula renal simultineamente la pro-

ducecién de prostaglandinas y la liberacifn de los Acidos linoleji
co y araquidfnico de los fosfolipidos tisulares (Erman’y cols,,

1979); estas 8cides se encuentran -predaminantemente sn la posi-

cién sn=2 de las molédculas de los fosfolipidos.

En general, las prostaglandinas pueden actuar como mediadg
res, pero entrando en la circulacién sistémica sjercen tambidn
’ efectaos en lugares distantes de su origen. La degradacidn de las
prostaglandinas éirculantes sg realiza en gran parte por la ac-
cifn de enzimas presentes en el higado, los pulmones y los rifio-
nes.

Auhqua su papel no estd claro todavia, se ha puesto de ma-
nifiesto la participacién del sistema 4cido araquidbnico-prosta-
glandinas en la patofisiologialdsl shock, tanto endotéxico y sép
tico como hemorrigico. Varios grupos de investigacién han obser-
vado un incremento en los nivelas sanguineos de PGE y PGF @n el

shock expeftmental endot8xico y hemorrédgico, al igual que en ca-
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sos clfnicos de shaock séptica (revisién de Fletcher y Ramuwell,
1980). Los resultados de Flynn y Lefer (1977) sugieren que la dg
gradacidn de prostaglandinas no estd disminuida significativemeg
te en el higado, los pulmones y 8l riidén durante los dos tipos
de shock experimeﬁtal ya mencionados; por 1lo que el incremento
an los niveles de prostaglandinas circulantes ha de ser conse-
cuencia de un aumento en su sintesis y liberacifn.

Algunas hormonas y mediadores, cama la bradiquiﬁina, y prg
cesos, como la isquemia, que acompaifan al shock circulatorio,orl
ginan la liberacién de prostaglandinas en tejidos aislados per-
fundidos (Block y cols., 1974; Isackson y cols., 1976 y 1977;
Schwartzman y Raz, 1979). Tenisndo an cuenta este hecho, cabe
pensar en esos factores como posib}es responsables del menciona-
do incremento en los niveles de prostaglandinas; pero en el
shock endotéxico no se puede descartar la posibilidad de la par-
ticipacién del LPS que, como ss vio anteriormente, es capaz de
inducir la si{ntesis y liberacibn de prostaglandinas an los macr§
fagos, '

La indometacina y otros farmacos, que inhiben la sintesis
de prostaglandinas, utilizados profildctica o terapduticamente,
incrementan la supervivencia y atenlan los fenfmencs hemodinimi-
cos en los das tipaos de shock experimental, excepto cuando se -
utilizan dosis masivas de endotoxinas.

Parece que la PGan , potente agents vasoconstrictor, esti
relacionada con la hipertensiédn de la arteria pulmonar que tienes
lugar en la sndotoxemia experimental, pero no se conoce la rela-
cifn de las prostaglandinas con la hipotensién arterial sistémi-

ca y tampoco si participan en la irreversibilidad del shock.
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BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS EN EL HIGADO

El complejo prostaglandina sintetasa microsomal de higado
de rata genera PGEp y PGF,, (Morita y Murota, 1978) segdn un me-
carismo ampliamente estudiadc (Samuelsson y cols., 1975 y 1978)

(Figura 12).

== C
<::::::::;?OH Ac. Araquid8nico

20, l Ciclooxigenasa
/\r~vﬂ~/ 2
0~ OOH

AH!l Peraxidasa

M"w:/“v”\coou PGH
¢k7»~/\/ 2

AN

PGE, PGF 54

Figura 12.- Biosintesis de prostaglandinas.

Durante la transformacifn del &cido araguiddénico en PGHjp,
se adicionan al mismo dos moléculas de oxigeno, pero sblo tres
dtomos de oxfgenc quedan finalmente en la molécula de PGHy. Como
consecuencia, se liberan equivalentses dg oxidacidn en forma de
radicales reactivos que son los responsables de la autodesactiva
cién irreversible de la ciclooxigenasa, que tiens lugar en el
curso de la reaccién "in vitro" (Egan y cols., 1976). Estas autg
res han planteado a partir de sus resultados expsrimentales un
esquema para explicar sl mecanismo de la autodesactivacién y el

efecto proﬁector del fenol y otros antioxidantes sobre la activi



dad de la ciclooxigenasa (figura 13). La base de este esguema sg
td en la axistencia en la enzima de un puente disulfuro necesa-
rio para la actividad catalitica; dicha existencia.es-sugirid por
la observacidén de que la inhibicidn provocada por el ditiotrei-
tol no se da en presencia de N-stil-maleimida. Este puente disul
furo podr{a actuar como aceptor del Adtomo de hidrdgeno del Acido
araquiddénico, o bien ser necesario para el mantenimiento de la
conformacidn activa de la enzima.

AR + E(55) =3LL= E (SH)

|

AA* 4+ E(SH)
1202
ARO,* + E(SH)
‘ ; : X(R)
———= AAOsH + E(SS) + X(0)
ARO4H + E(SS) —
(PGGz)l F;;—o—l’ AADaH + E(.SS) + fFenol-*

AADLH + E(D)
(PGH,)

Figura 13.- Mecanismo propusstoc para explicar 1la autodesaétiua-
cibén y el efecto protector cdel fenol sobre la activi

dad de la ciclooxigenasa (Morita y Murota, 1978).

La forma activa de la enzima E(SS) recogs el hidrégeno del
4cido araquidﬁnico‘para generar la forma reducida inactiva E(SH)
y el radical AA°*, La reduccidn reversible de la snzima can ditip
treitol (DTT) genera la misma forma inmactiva. El radical AA-
reacciona con el oxfgeno dando lugar 'al radical AAO4” qQa se re-
duce subsecuentemente a AAO4H (PGG,), al mismo tiempo gque la en-
zima se reoxida ayla Formajactiva.E(SS). La PGG, puede ocasional
mente oxidar irreversiblemente la enzima a E(U), al reducirse a

PGHy, lo cual da lugar a su desactivaci6én. Sin embargo, esto ocy
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rre en muy peguefia proporcién (1 de 5.000) lo cual hace suponer
que otros componentes celulares X(R) se oxidan a X(0) en la re-
duccién de pGGZ; este proceso "in vivo" puede ser la causa de
una lesidn celular. El1 fenol impide parcialmente la formacidn ce
E(0) aportando equivalentes de reduccién adicionales para gene-
rar PGH, y un radical fenol-, sin la produccidn concomitante de
equivalentes de reduccidn. Ambos procesos horizontales martienen
a la enzima en su forma activa.

Por otra parte, la actividad biosintética de prostaglandi-
nas de microsomas de higado de rata resulta inhibida por la adi-
cién de la fraccibn soluble a la mezcla de reaccidn, mientras
que la incorporacidn de &cido araquidénico a fosfolipidos se in-
crementa (Marita y Murota, 1978). Todas las evidencias sugiseren
que 8l factar preseate en la fraccidn soluble de higado, respansa
ble de este efecto, es el ATP (Morita y Murota, 1980). Asimismo
el pH influye de forma decisiva en la actividad biosintftica de
prostaglandinas (fiqura 14), quiz& debido a que a pH elevado el
sistema enzimitico responsable de la incorporacidn del &cido ara

quidénico a fosfoli{pidos resulta inhibido (Morita y Murota, 1978)

FOSFOLIPIDOS
micrasomas + f. soluble hoﬁogenaizados, pH 7.6
A. ARAQUIDONICO
microsamas homageneizados, pH 9.0

PGEy, PGF,,

Figura l14.- Rutas predominantes de utilizacién del &cido araqui-
' dénico "in vitro" dependiende del pH y de la prapara

cidn utilizada.
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- 54 -

REACTIVOS 'Y PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

Ferricitocromo ¢ de corazdén de ternera, Sigma Chem. Co., USA.
Kiesselgel-G, E. Merck, R.F.A.
Acido pentadecanf6ico, E. Merck, R.F.A.
Acido araquidénico, E. Merck, R.F.A.
Patrones de esteres met{licos de 4cidos grasos, Applied Science
Lab., USA.
Rodamina 6G, 8.D.H. Chem. LTD., G.B.
Trifluoruro de boro, Fluka, R.F.A.
PPO, Sigma Chem. Co., USA.
POPOP, Sigma Chem. Co., USA.
Murexida, E. Nerck, R.F.A.
Safranina, E£E. Merck, R.F.A.
Cromosorb W/AW, Hsulett-Packard, USA.
Succinato de dietilenglicol, Hewlett-Packard, USA.
Productos marcadaos con radioisdtopos, Radiochemical Center, G.B.
Sacarosa, Sigma Chém. Co., USA.
Manitol, Sigma Chem. Co., USA.
Ion6foro A 23187, cedido por D. Vazquez.
Albdmina bovina, Sigma Chem. Co., USA..
Albdmina bovina libre de &cidos grasos, Sigma Chem. Co., USA.
Lipopolisacéarido U de €. coli D127:88, Difco Lab., USA.
DTNB, Calbiocchem. USA. ‘
Reactivo de fFolin-Ciocalteau, E. Merck, R.F.A,
Glutation, Sigma Chem. Co., USA.
El resto de los productos no reseiiados en este apartado

fueron de grado analftico.
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BI0LOGICO

Se han
200-300 g de

Cuando

utilizado ratas macho de raza albina
peso, ayunadas durante la noche.

se requerian muestras de sangre, los

descersbraron y a continuacién se realiz6 la toma

mediante puncién cardiaca. €n los demis casos las

Wistar, de

animales se
de las mismas

animales se sa-

crificaron por decapitacién y despuds se sangraron exhaustivamen-

te.



EXPERIMENTACION "IN VIVO"

SHOCK ENDOTOXICO

La induccién del estado de shock se realizd inyectando por
via endovenosa (en vena de la cola) LPS disuelto en solucidn sa-
lina fisioldgica a una concentracidn de 20 mg/ml. Las dosis de
LPS utilizadas fueron 1 y 2 mg/l100 g peso del animal, la segunda
de las cuales corresponde a la dosis letal determinada en experi
mentos previos.

A los controles se inyectd un volumen igual de suero sali-
no y después se mantuvieron todos los animales con agua "ad libi

tum" y bajo observacidn.

Medida de la presidn arterial

Con el fin de conocer la evolucidn del shock se realizarcn
sucesivas medidas de presifn arterial sistdlica desde la induc-
cién del mismo hasta la muerte de los animales. Se utilizd un
sistema W+W Electronics que consta de un manguito que se aplica
en la base de la cola de la rata y va unido a un dispositivo ney
mdtico que gensra una presidn que varfa ciclicamente. Cuando la
presién del manguito supera la presidén sistdlica de la arteria
caudal, esta se colapsa e interrumpe la transmisidn de la pulsa-
cidn a la parte periférica de la cola. Asimismo, cuando la pre-
sién del manguito desciende la pulsacién retornma; esta pulsacidn
viene detectada por un transductor que se coloca también en la
cola. La sefial eléctrica generada, una vez amplificada, sirve pa
ra accionar un galvandmetro gque esta conectado a una plumilla;
el registro se efectla sobre un papel convenientesmente calibrado
en mm de mercurio (figqura 15).

La presidn en el manguito estd generada por un pistén alo-
jado en el interior de un cilindro y accionado por un motor. Las

dimensiones del cilindro son tales que la presidn transmitida al



manguito varia de 0 a 290 mm Hg. Por otra parte, el cilindro es-
td también comunicado con la atmdsfera, de manera que al iniciar
se la traslacidén del pistén la presidn del manguito es la atmos-

férica, es decir, el cero estd igualado a la presién atmosférica.

M
oy

|

|

|

|

: i R T IL L R E
[mu\i\;\a\\"i\m’\‘\‘m\tM\%\ ]I

Figura 15.- Registro grifico de medida de presién arterial,

Antes de realizarse las medidas, la rata se mantiene durap
te unos 40 min a la temperatura de 35°C, para provocar una cier-
ta vasodilatacién. Durante la medida el animal se mantiene inmo-

vilizado para evitar interferencias en la sefial.

SHOCK HEMORRAGICO
£l modelo experimental de hemorragia controlada seguidn
fué el oropuesto por Whigham y Weil (1966). Las ratas se aneste-~
siaron con eter o mediante inyeccidn intrapseritoneal.de tiobarbi
tal sédico (60 mg/Kg peso animal) y se colocaron en la mesa de
operaciones. Entonces se expusisron bilateralmente las arterias
femorales y se insertd en cada una un catéter de polietileno llg
no con una disolucién de heparina (5 U/ml) en suero salino. Fina
lizada la operacidn se colocd una compresa de algoddn empapada

en suerc salino cubriendo cada herida y se introdujeron 300 U de



hepariné/Kg peso por uno de los catéteres. Por otra parte, el ca
téter correspondiente a la arteria derecha se conectd a una je=
ringa de .pléstico que contenia 1 ml de solucién salina con 5 U
de heparina y sirvid de reservorio de sangre. La velocidad de
sangrada fué de 0.25 ml/min y el volumen de sangre extraido fué

1-1.3 % del peso del animal.



- 59 -

AISLAMIENTO DE LA FRACCION MITOCONDRIAL

.

La fraccidn mitocondrial se aisld segln el método de
Schneider (1948) con ligeras modificaciones. Los medios utiliza-
dos fueron siempre de reciente preparacidn y su composicidn Fué:

- Medio de homogensizacidn:

Sacarosa 75 mM
Manitol 225 mM
Eora 0.1 m

~ Medio de lavado:

Igual al de haomogeneizacidn pera sin EDTAﬂ

Durantes todo el proceso de aislamiento se trabajé a 0-40°C.

Procedimiento:

Una vez sacrificado sl animal se extrajo el higado inmedia
tamente, se troced con una tijera en el medio de homogeneizacién
y se lavd otra vez con el mismo medio para sliminar en lo posi--
ble la sangre. Los trozos de tejido se suspendieron en unos 30
ml del medio y se homogeneizaron en un homogeneizador tipo Pot-
ter-Elvehjem (vidrio-teflén) de 0.2 mm de holgura mediante dos-
ciclos de émbolo.

El homogeneizado se repartif en cuatro tubos de centrifuga
donde se diluyé con unos 170 ml de medio de homogeneizacién. A
conéinuacién se centrifugd a 1.000xg durante 10 min en una cen-
tr{fuga Sorvall RC-5. £l sobrenadante se filtrd a través de gasa
doble y se volvid a centrifugar a 6.500xg durante 10 min. E£1 se-
dimento obtenido (fraccién mitocondrial) se resuspendié cuidado-
samante, con un tubo de vidrio de fondo redondo que contenia hie-
lo picado en su interior, en 80 ml de medio de lavado y se cen-
trifugd a 7.000xg durante 10 min. La operacidn se repitid una
vez mis y el sedimento obtenido sé resuspendid en 1.5-2 ml de meg
dio de lavado, empleando un haomogeneizador de v;dtio tipo Dounce

(Blaessig, USA) de 0.076 mm de holgura y se conservd en frio hag



ta su utilizacidn.

Las preparaciones obtenidas por este procedimiento contie-
nen alrededor de 100 mg de proteina mitocondrial/higado y 25-50
mg proteina/ml suspensidn. La valoracién de proteinas de las pre
paraciones mitocondriales y de los homogeneizados de higado se

realizaron seqln el método de Loury y cols. (1951).
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ESTUDTIO DE tA FUNCIONALIOAD MITOCONDRIAL

I. REGISTRO DE CONSUMO DE 0,: ELECTRODO DE OXIGENO

Para estudiar la velocidad de consumo de 02 de las prepara
ciones mitocondriales. se ha seguido el método descrito por Esta-
brook (1964) con varias modificaciones y se ha empleado un sistg
ma compuesto por:

- Electrodo de oxfgeno tipo Clark (Yellow Springs Instruments Ca
USA).

- Cubeta de metacrilato de 3 ml de capacidad.

- Agitador magnético de velocidad regulable.

- Circuito de amplificacién de ssfial y de polarizacién del elec-
trodo.

- Registrador de papel continuo, con diferentes escalas para el
voltaje, varias velocidades de recorrido del papel y respuesta
.lineél.

La cubeta pasee un pequefio orificio que permite la intro-
duccién de la preparacifn, los sustratos vy cofactores sin necesi
dad de abrirla, aumentando la superficie de contacto del medio
de ensayo con el aire, lo cual modificarfa su contenido an oxigs
no. La agitacién permite la mezcla continua del medio de reac-
ci6n y facilita el establecimiento del equilibrio entre el oxige
no disuglto en el medio y sl que difunde a través de la membrana
del electrodo.

El sistema eléctrico permite variar 1la sansibiliﬂad de la
deteccifn de oxfgena hasta valores miximos sin aumento del ruido
de fondo y ademis carece de tiempo muertoc apreciable.

Los inhibidores, sustratos oxidables y cofactores se intrg
ducen en cantidades de 5-10 pl disueltos en agua destilada o eta
nol'absoluto.

€l medio de ensayo empleado para el registro del consumo

de ox{geno, fué siempre de preparacidn reciente y contenfa:



Sacarosa 250 mM

KC1 40 mM
KHPO4 5 mm

Tris-HC1 20 mM (pH 7.2-7.4)

Por otra parte, dicho medio estaba saturado de 03, lo cusal

corresponde a una concentracidén de 250 pM a la temperatura de en

sayo 259C.

£l ensayo de consumo de ox{geno de las preparaciones mito-

condriales consistid an:

Registro del nivel de oxigeno del medio hasta estabilidad.
Adicifn de una alicuota de 25-100 pl de la suspensién mitocon-
drial, correspondiente a una cantidad de proteina de 1.25-2.5
Hg. Se registra el consumo de 0, con sustrato endbgeno.
Adicidn de sustrato, glutamato-malato o succinato, correspon-
dientes a los centros I y II de fosforilacidn respectivamente-
(concentracién en cubeta 0.33 mM). En las ensayos con succina-
to se adicionaba previamente rotenona para inhibir el centro I.
Registro de consumo de 0 en estado 2.

Adicién de ADP (166.6 pM en cubeta) y registro de consumo de
07 en estado 3 hasta que se alcanza el estado 4, al consumirse
el ADP.

Registro de consumo de 0, en estado 4.

Para calibrar la escala del reqistro se determind el nivel

cero de contenido en 0, del medio, dejando que una preparacidn

mitocandrial lo consumiese toda, o bien, de forma mids réapida,

adicionando unos microlitros de una solucién saturada de ditioni

to sbdico.
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Figura 16.- Registro de consumo de cxigeno correspondiente a un
ensayo de actividad respiratoris con glutamato + ma-

lato como sustratos.



II. TECNICAS ESPECTROFOTOMETRICAS

Determinacién de la actividad succinato-citocromo c reduc-

Se realizd segdin el método descrito por Tisdale (1967). El

medio de ensayo conteniat

EDTA 0.2 uM
NaN 1.0 pM
Albdmina 75.0 nM

Succinato potésico 10.0 pM

Fosfato potésico 10.0 pM (pH 7.4)
(Concentraciones finales en la mezcla de reaccifn).

La reaccién es:

Succinato + 2 citocromo c (Fe3*)—eFumarato + 2 citocromo c (Fe?+)

La reduccién del citocromo se siguid espectrofotométrica-
mente a través del incremento en la absorbancia a 550 nm que llg
va consigo y presenta una velocidad constante durante los prime--
ros minutos. En los ensayos realizados se utilizd un espectrofo-
témetro de doble haz Varian modelo Cary 118 con registro incorpo
rado.

Procedimiento:

En la cubeta de medida, que contiene medio de ensayo, se
adiciona una alicuota de suspensidn de mitocondrias preparada re
cientemente, obteniendo una concentracidn de proteina en cubeta
de alrededor de 0.07 mg/ml. A su vez, se adiciona en la cubeta
de referancia el mismo volumen del medio en el que estaban sus-
pendidas las mitocondrias. A continuacidn, se adicionz en ambas
cubetas ferricitocromo ¢, alcanzando en la mezcla de reaccidn -
una concentracién de 4 mg/ml.

El coeficiente de extincidn usado para el citocromo c (re-

ducido-oxidado) es 18.5x106 m=lcp-1,
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Evaluacién de la concentragién de Ca?*

Se sstudiaron las variaciones de la concentracién de CaZ*

en el medio de las suspensiones mitocondriales en presencia de
murexida como indicador, monitorizando la formacifn o desapari-
cién del complejo Ca2*-murexida a través de los cambios en la ab
sorbancia a 540 nm, segdn el método descrito por Mela y Chance
(1968).

En las suspensiones de mitocondrias se producen variacio-
nes en la absorbancia, debidas a los cambios en la turbidez que
tienen lugar como consecuencia de modificacionss en el volumen
mitocondrial al capturar o liberar Ca2*+. Para minimizar estas in
ferferencias los ensayos se realizaron en un espectrofotdmetro
de doble haz y doble longitud de onda Aminco DW-2a, en sl que pa
san por la misma cubeta dos haces de longitudes de onda diferen-
tes. Se utilizaron 540 y 510 nm como longitudes de onda de medi-
da y de referencia respectivamente, ya que 510 nm corresponde al
punto isosbéstico. E1 valor de la diferencia entre las absorban-
cias a ambas longitudes de onda refleja Onicamaente la magnitud
de la concentracién de complejo Ca2*-murexida.

El medio base de ensayo fue el mismo que el utilizado en
las incubaciones, pero contenia murexida 30 pM. La concentracidn

de proteina mitocondrial en el medio de ensayo fue de 2 mg/ml.
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AISLAMIENTO DE LA FRACCION MICROSOMAL

Para la obtencién de la fraccidn microsomal se homogeneizd
una porcién de higado de cada rata, previamente troceado y lava-
do, en tampén fosfato potédsico 100 mM (pH 7.5) utilizandao un ho-
mogeneizador Potter-Elvehjem (vidrio-teflén). E1 homogeneizado
se centrifugd a 2.000xg (centrifuga Sorvall RCS) y el sobrenadan
te obtenido se decantd a través de gasa doble para eliminar lipi
dos y luego se sometid 3 centrifugacidn a 113.000xg durante 2 h
(ultracentrifuga Beckman L5-658). Una vez eliminados los lipidos
de la pared de los tubos ds certrifuqga, el sedimento (fraccidn
microsomal) se resuspendib en el tampén fosfato, resultando una
concentracién de alrededor de 40 mg proteina/ml. La concentra-
cidén de proteina se determind por el método de Loury y cols.

(1951).

ESTUDIO DE ACTIVIDAD DE PROSTAGLANDINMA SINTETASA MICROSOMAL

£l estudio de la actividad de prostaglandina sintetasa mi-
crosomal se llevd a cabo a trauvés del consumo de oxigeno de las
preparacinones microsomales, que se reqgistrd utilizando el mismo
sistema que en el caso de las preparaciones mitocondriales. Los
ensayos se realizaron, siguiendo el método descrito por Egar vy
cols. {1976), en tampdn Fosfato potasico 100 mM (pH B.S) a 37°C.
Para el mantenimiento de esta temperatura la cubeta de ensayo se
introdujo en una camisa por la gque circulaba agua termostatizada.

Una vez adicionada una alficuota de preparacidn microsomal,
que daba lugar a una concentracidn de proteina en cubeta de 0.25 .
mg/ml, se inicié la reaccidn mediante la adicién de 4cido araqgui
dénico disuelto en sulf6xido de dimetilo a una concentracién de
S5 mM. La velocidad de la reaccifn se determind a partir de la

porcidén lineal de la curva obtenida al registrar el consumo de



oxigeno (fFigura 17).

Los reactivos, ensayados para observar su influencia sobre
la actividad enzimitica, se adicionaron antes que el 4cido ara-
quidénicao.

La sangre de los animales en shock irreversible exhibfia
una acusada hemolisis y la hemoglobina liberada aparecia como
contaminante de la fraccifn microsomal pudiendo actuar como co-
factor de la reaccifin. Por ello, los ensayos se realizaron en
presencia de un exceso de hemina (2uM) para svitar el error pro-

vocado por la hemoglobina.
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Figura 17 .- Registro de consumo de oxigeno correspondients a un

ensayo de actividad de la prostaglandina sintetasa.



- 66 fir-

VALORACION DE GRUPOS TIOLICOS DE LA FRACCION MICROSOMAL

La valoracién de grupos tidlicos de proteinas de la frac-
cifn microsomal se realizé segdn el método colorimbtrico descri-
to por Ellman (1959) utilizandoc el siquiente medio de reaccién:

EDTA 1 mM

Tris-HCl 0.1 M pH 7.5

El procedimiento sequido consistié en la incubacidn de ali
cuotas de las preparaciones microsomales, que contenian a 0.2~
0.4 mg de proteina, en 3 ml de medio de reaccidén en presencia de
0.1 ml de solucidn del reactivo DTNB a una concentracidn de
0.4 mg/ml, Despuéds de 15 minutos a temperatura ambiente se leyd
la absorbancia a 412 nm frente a un blanco sin reactivo.

La curva patrdn se realizd con una solucidn de glutation

S mM.
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EXPERIMENTACION "IN VITRO"™ CON FRACCION MITOCONDRIAL

La experimentacidén consistié en la incubacifn de prepara-
ciones de mitocondrias recién obtenidas, en un medio base cuya
composicién dependia del tipoc de sstudio a realizar. E€n los estu
dios de.actividad fosfolipasa A; la composicién del medio fue:

Sacarosa 65.7 mM

Manitol 197.3 mMm

Tris-HC1 20.0 mMm (pH 7.4)

En los estudios de actividad acil-transferasa el medio ba-
se contenia:

Sacarosa 61.4 mM

Manitol 18B4.0 mM

NaCl 8.6 mM

Tris-HCl 20.0 mM (pH 7.4)

La composicién de ambos medios se disefid para que tuvisra
una osmolaridad de 300, que es la calculada para la matriz mito-
condrial. €L medio de incubacién tuvo en los dos tipos de estu-
dios un volumen total de 1 ml, consistente en 0.5 ml de medio ba
se y otros tantos de suspensidn de mitacondrias en 8l mismo me-
dio. De esta forma, la concentracidn de proteina mitocandrial fye
de 20~40 mg/ml.

Las incubaciones se llevaron a cabo en una incubadora de
agua, previamente acondicionada a 18°C, con agitacifn constante.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn previsto, se adicig
naron a los tubes 5 ml de cloraformo-metansl (2:1, v/v) para pro
ceder a la extraccién de lipides y con atra alicucta se realizd
un ensayo de respiracién.

Los distintos experimentos, realizados por duplicado, dife
rian en la presencia o ausencia en el medio de incubacidén de uno

de los siguientes productos:



CaCl, 8 mM
Les 10 mg/ml ( 66 pg/mg proteina mitocondrial)
A 23187 4 uM
Tambidn se ensayaron conjuntamente CaCly~LPS y CaCl,-A23187
£1 iondforo A-23187 se disolvid en dimetil sulfébxido a una
concentracién de 25 mM y en esta forma se almacend. A partir de
esta solucidn se realizaba, momentos antes de cada experimento,
una dilucidn en agua hasta una concentracidén de 0.2 mM, con lo
cual se esvitaba la formacién de agregados del iondforo debido a

su baja solubilidad en aqua.

I. ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA A,

Con el fin de evaluar la actividad fosfolipasa A; mitocon-
drial "in vitro", a través de los niveles de lisoderivados de
glicerofaosfolipidos, se procedid a su marcaje "in vivo" con un
radioisbtopo. E1 precursor elegido fue etanolamina que se incor-
pora en PE y en menor extensidn en PC.

Una hora antes del sacrificio se inyectaron a las ratas
por via intravenosa 925 KBg de cloruro de [2-l4C]-Etan-l-o0l-2-a-
mina (actividad especifica 1849.9 MBq/mmol) disuelto en suero sa

lino a una concentracidén de 462.5 KBg/ml.

I1I. INCORPORACION DE ACIDOS GRASOS EN LOS FOSFOLIPIDOS
MITOCONDRIALES.
Se llevaron a cabo estudios de incorporacién de 4cidos gra
s0s marcados radiactivamente en los fosfolipidos mitocondriales.

Se ensayaron por separado los siguientes 4cidos grasos:

Acido_graso Actividad especfifica
(1-14¢)-nraquidénico 2.14 HBg/mmol

(u-14g)-palmitico 14.91 HBg/mmol
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Cada 4cido graso se introdujo en el medio de incubacibn en
forma de sal sfdica, la cual se prepard neutralizando con NaOH
1 N el 3cido grasc disuelta en stanol y calentando a S50°C des-
puéé,‘mientras se llevaba a sequedad con corriente de nitrdgsno.
Entonces se disolvid en una solucidn de albdmina en NaCl al 0.5%
en la proporcidén de 1 mol de albimina por cada 5 molses de 4cido
graso (Evans y Moeller, 1963). La actividad de cada 4cido grasc
introducida en el medio de incubacidn fuéd: f

Ac. Araquidbénico 74.06 KBg

Ac. Palmitico 6.18 KBq



Esquema de¢ extraccién para microsomas, mitocondrias v _homogenei-~

zado_total:

SUSPENSION (1 volumen = V)

: 19 V cloroformo-metanol (2:1, v/v)
Homageneizacidn en Potter, agitacidn
Filtracién por uWhatman 1

r

Residuo

20 V cloroformo-metanol (2:1, v/v)
Homogsneizacién on Potter y agitacién
Filtracién por Whatman 1

' }

Residuo Extracto (V°)
d
(se desacha) 1/5 ¥° mgcl, 0.017%

Fase superior Fase inferior

(se desecha) Dos lavados 1/5 V°

medio de lavado*

Fase superior Fase inferior

d h
(se desecha) concentrar

a sequedad

EXTRACTO OE LIPIDOS TOTALES

Esquama de extraccidn para plasma:

MUESTRA (1 volumen = V)

19 V cloroformo-metarol(2:Y, v/u)
Agitacién 15 min,
Filtracidn por Uhatman 1

Extracto (V°)
0.2 v NalCl 0.58%

Lavado
Fase inferior fase superior
se d h
Dos lavados 0.2 ¥’ (se desecha)
medio de lavado*
Fase inferior fase superior

se desecha
concentrar ( e )

a sequedad

EXTRACTO DE LIPILCS TOTALES

eMedio de lavador cloroforme-metanol-#aCl 0,58% {3:43:47, v/v)
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ANALISIS DE LIPIDOS

EXTRACCION
La extraccidn de lipidos totales se llevd a cabo con clorg
formo-metanol (2:1, v/v), siguiendo el método de Folch y cols.
(1957) con modificaciones adecuadas para cada tipo de material
bioldgico (esquemas 1 y 2). Los estractos lipfdicos obtenidos se
llevaron a sequedad en evaporador rotatorio a presién reducida y
a temperatura ambiente y se conservaron hasta su anilisis bajo

atmésfera de nitrégeno y a una temperatura de -20°C.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

El fraccionamiento de 1{pidos se rsalizb por cromatografia
en capa fina de silicagel G, monodimensional para la separacidn
de clases de lipidos neutros (Kseslley, 1966) y bidimensional para
la de clases de glicerofosfolfpidos (Rouser y cols., 1970). Los
sistemas de desarrollo utilizados fueron:

Lipidos neutros: Hexano-éter-ac. acético (70:30:1, v/v/v)
Glicerofosfolipidos:

I Cloroformo-metanol-amoniaco cone. (65:25:5, v/v/v)

i1 Cloroformo-acetona-metanol-ac. acédtico~aqua (3:4:1:1:G.5, v/v)

El tiempo comprendido entre los desarrollos en las dos di-
mensiones y entre-el final de las cromatograffas y el analisis
posterior se redujo al m&ximo, secando las placas con corriente
de nitrégeno.

En la experimentacifn "in vitro" las cantidades de extrac~-
to lipfdico que se obtsnfan eran muy peqguefias; por lo que para
su total aprovechamiento se realizaron los fraccionamientos de
l{pidos neutros y polares en la misma placa, segln el siguiente

esquema:
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1, - | o f———-:’ [ JPS
- QII -
- CRE -
-t— ] — //4
CLASES CLASES
LIPIDOS NEUTROS LIPIDOS POLARES

1. Desarrollo en el sistema de l{pidos neutros.

2. Se rascan las bandas correspondientes a clases de lipidos neu
tros, visualizadas revelando. con rodamina 6G la zona de la
placa en que se encuentran.

3. Desarrollo bidimensional en los sistemas de lipidos polares.

4, Se rascan las bandas correspondientes a clases de lipidos po-

lares.

Para la visualizacidén de las clases de lipidos en las pla-
cas de cromatograffa se revelaron estas con vapores de iodo (Man
gold y Malinc, 19613 Sims y Larose, 1962) cuando el andlisis pos
terior fue contaje ce centelleo liquido o valoracidén de Fdsforo
y con rodamina 6G al 1% en metanol (Mangold y Malinc, 1961) siem
pre que el andlisis posterior requeria una cromatografis gas-1i-
quido de ésteres metilicos de los Acidos grasos constituyentes.

La identificacién de las manchas aparecidas en los cromatog
gramas se realizd mediante la utilizacidn de patrones de las dis

tintas clases de lipidos.

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO
La obtencidn de los ésteres metilicos de los Acidos grasos
componentes de los lipidos se llevd a cabo seqin el método de
Metcalfe y cols. (1966). Para ello los extractos lipidicos secos
o las porciones de silicagel correspondientes a las clases de li
pidos, separadas por cromatografia en capa fina, se sometieron a

tratamiento con 8F3 en metanol bajo atmésfers de nitrdgenc (en



tubo cerrado con soplete) a 110°C durante 90 min. Seguidamente
se extrajeron los ésteres metilicos de la mezcla de reaccidn se-

gln el siguiente esquema:

Muestra de l{pidos a ssguedad

1 ml ;8 al 10% en metanol
1 ml metanol, 0.9 ml bencenc
Metanolisis

6 ml hexano, 3 ml agua
Extraccién

Fese inferior

6 ml hexano
Extraccién

t
Fases superiores Fase inferior
6 ml sgua (se desecha)
Lavado

{

fase superior . Fase inferior
(se desecha)
secar sobre N32504
filtrar
concentrar a sequedad

Extracto da ésteras metflicos

Para el anflisis de ésteres metilicos el extracto seco se
redisolvid en un peguefio volumen de hexano y se inyectd en un
cromatdgrafo de gaées Hewlett-Packard 5750, equipado con un de-~
tector de ionizacidn de llama y columnas de acero inoxidable de
2 m de longitud y 0.25 mm de didmetro interno, rellenas con suc-
cinato de dietilenglicol al 15% sobre cromosorb W/AW (80-100 ma-
llas). Como fase mdvil se utilizé helio con un flujo de 30 ml/min
y las temperaturas de trabajo fueron 1B02C en el horno, 250°C en
el detector y 300 en el inyector. Las &reas de los picos resul-

tantes en el andlisis se determinaron con un integrador Hewlett-
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Packard 3370A acoplado al equipo y la identidad de los mismos se
establecid por comparacifn con patrones de ésteres metilicos de
los diferentes Acidos grasos. .

Para la determinacién cuantitativa de clases de lipidos se
ha seguido el método de Christie y cols. (1970), que se basa en
la adicién de un &cido graso conocido, como patrdn interno, en ca
da muestra. Debido a gue la respuesta de los detectores de ioni-
zacidén de llama es proporcional a la masa de cada componente, la
cantidad total de 4cidos grasos de cada clase de l{pidos puede
calcularse a partir de la suma de las &4reas de sus picos, utili-
zando el factor de proporcionalidad 4rea-masa obtenido para el
patrén, cuya masa se conoce. La masa de la muestra se obtiene
multiplicando la de sus &cidos grasos por un factor, calculado
dividiendo el peso molecular del lipido, considerado como si fue
ra upa especie molecular del 4cido grasa patrdn, por el producto
del peso molecular del éster met{lico del Acido graso patrdn por
el ndmero de restos de &cidos grasos gque posea la molécula de 1i
pido.

En los andlisis realizados se utilizd como patrdén interno
4cido pentadecanoico, dado que no existe como componente de los
lipidos de mamiferos.

Factores:

PM(Glicerol-3xPM 15:0) _

TG: F= IxPM EM 15:0 = 0.994

0G: F= 1.054
MG: F= 1.233
AGL: F= 0.945
PL: F= 1.378
LT: F= 1.078

ve

Para el cilculo del factor de glicerofosfolipidos se ha

considerado la molécula de PC. El factor para lipidos totales se
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’ha obteﬁido teniendo en cuenta la contribucién en tanto por cien
to de cada una de las clases de-lipidos.

El patrén se adiciond, como &cido grasoc libre disuelto en
benceng, antgs de la metanolisis adecﬁéndose su cantida a la de

los lipidos a valorar.

VALORACION DE FOSFORO
La valoracidn del flsforo presente en las distintas clases
de fosfolipidos se realizd siguiendo el método colorimétrico des .

crito por Rouser y cols. (1966) con ligeras modificaciones.

MEDIDA DE RADIACTIVIDAD

La medida de la radiactividad incorporada en las distintas
clases de lipidos se llev§ a cabo por contaje de centelleo liqui
do en un espectrémetro Packard Tri-Carb 3255. Para ello se pasé
el silicagel con los lipidos, separados por cromatografia en capa
fina, a los viales con 10 ml de ligido de centelleo compuesto
por:

PPO 4 g
POPOP 100 mg
Tolueno 1 1
Los viales se agitaron antes de las medidas para que el lé

quido de centelleo extrajera los lipidos del silicagel.



RESULTADOS Y DISCUSION
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EXPERIMENTACION "IN VIVO"

SHOCK ENDOTOXICO

Evolucidn desl shock

Transcgurrido un tiempo después de la administracién del
LPS, las ratas presentaron una serie de manifestaciones de la
aparicién del shock, algunas de las cuales se acentuaban pro-
gresivamente. Entre ellas cabe destacar fiebre, postracién,
disnea e ingestifn frecuente de agua. Las ratas que entraron
en la fase de shock irreversible, al llegar al colapsb circu-
latorio presentaron fuertes convulsiones que solfan preceder
a la muerte, la cual tenfa lugar entre las 3 y las 6 h despuds
de la administracifn del LPS.

£l estudio de la variacién de la presidn arterial en
seis de los animales permitid coﬁcluir el establecimiento de
un shock circulatorio profundo., Las oscilaciones ciclicas de
presidn que aparecen en algunos casos son caracteristicas del
shock (figura 18).

Por otra parts; hay que resaltar que la respuesta al LPS
exhibe variaciones individuales de importancia., Por ello en los
estudios realizados "in vivo", los resultados correspondientes
a los animales tratades con LPS se han distribufde en dos gru-
pos distintos, segidin los animales hubieran alcanzado o no la fa

se irreversiole del shock en el momento de sacrificarlos.

Niveles de clases de lipidos en suero y homogeneizado total

de _higadg

Una de las hipdtesis propusstas (Jones, 1977), para expli-
car la lesifn de las mitocondrias que tiene lugar en el shock
endotdxico, se basa en la existencia de cambios en el metabalis—

mo lipfidico. E£sta hipdtesis sugiere que los AGL, cuyas niveles
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Figura 1B.- Tres e jemplos representativos de la variacidn de pre-

5i8n arterial después de la administracidn de LPFS.
Las flechas indican sl momento en que tuvo lugar la
muerte y la linea discontinua el limite de sensibili-
dad de la técnica de medida.



presentan una elevacibn en sangre durante el shock, podrfian ser
capturados por los hepatocitos alterando la funcionalidad mito--
condrial.

Sobre la base de dioha hip&tesis se plantef un estudio de
los cambios en los niveles de las diferentes clases de lipidos
en suero y homogeneizado total de higado, que tienen lugar en el
shock sndotéxico. Los resultados obtenidas se presentan en la
figura 19.

Los niveles séricos de LT, TG, PL y AGL se elevan como gon-
secuencia del shock y la elevacién es més acusada en los anima-
les que alcanzaron la fase irréversible (figura 19). Estos re=-
sultados concuerdan con los existentes en la literatura, a ex-
cepcifn de 1o referente a los niveles de AGL, gque seqliin Sakagu-
chi y Sakaguchi (197%) presentan una elevacién inicisl, para lue
go descender a valores més bajos que laos de los controles. La
aparente discrepacia se basa en las diferencias del modslo de
shock utilizado, ya que dichos autores admiristran el LPS por
via intraperitoneal, con lo cual el desarrollo del shock es mu-
cho mds lento. En nuestro modelo se alcanzan unos niveles eleva
dos de LPS en sangre inmediatamente despuds de su administra-.’
cidén y parece que el fendmeno predominante es la liberacién de
AGL del tejido adiposo, como consecuencia del efecto estimulan-
te del LPS sobre la activacidn de la LSH por las catecolaminas,
descrito por Spitzer (1979).

£n homogeneizado total de higado (figura 20) los niveles
de LT presentan durante el shock una ligera disminucidén que se
basa en su mayor parte en sl descenso en los niveles de TG. Tam
bién existe una disminucidn en los niveles de PL en los cascs
de shock irreversible, lo cual concuerda con la idea de que la
extensién de esta disminucifn es critica para la irreversibili-
dad de la lesién celular, como sugirieron Chien y cols. (1978)

en sus estudios sobre la isquemia hepética. Los niveles de AGL
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Figura 19.- Niveles de li{pidos totales y de las principales cla-
7 ses da lipidos en sueroc (Media #desviacién estandar).
Il control (n=8)
oqeel Shock reversible (n=10)

ﬁShock irreversible (n=5)
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muestran una elevacidn que pueds deberse a la lipolisis del te~
jido, © a un incremento en la captura de AGL originado por el au

mento en sus niveles sanguineos.

Composicibn en &cidos grasas de diferentes clases de lipidos

neutros

Con el fin de estudiar las relaciones entre los cambios ob-
servados en los niveles de lipidos en sueroc y homogeneizado total
de hfgado, se ha determinado la composicién en &cidos grasos de
las clases de lfpidos neturos més importartes. En el caso de los
AGL los resultados abtenidos se muestran en la figura 21, expre-
sados como cantidades absolutas de cada 4cido graso por ml de
suera y por mg de proteina de homogeneizado total, para analizar
individualmente los cambios existentes. La figura 22 presenta
las composiciones en 4cidos grasos de los TG de suero y homoge-
reizado total y la tabla 9 1las de los DG y MG de homogerneizado
total, expresadas como % del tctal de 4cidos grasos componentss.
Solo se incluyen los 4cidos grasns més ‘importantes.

Considerando los niveles de cada AGL irdividual existen di-
ferencias entre los presentes en suero y homogeneizado total,
aunque en ambas localizaciones los niveles de lcs 4cidos grasos
saturados aumentan., €l Scido oléico disminuye en el suerao y au-
menta sn homogeneizado total en la fase irreversible del shock
y esto podria ser el resultado de una captura incrementada por
parte del tejido, ya que aumenta ademds el contenido en este &ci
do graso de los TG, DG y MG del tejido. Asimisma, enilos casos
de shock irreversible el &cido linoléico disminuye en suerc pero
no en homogereizado total, lo cual podria explicarse suponiendo
que la captura de este 4cido graso por el te jido sea superior e

su salida del mismo,
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Figura 21.- Niveles de los principales‘écidos grasos libres en
suero y en homogeneizédo total de hf{gado (media
desviacién estandar). €1l significado de las berras
y los valores de n san los mismos que en la figura
19.
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Figura 22.- Composicién en 4cidos de los triglicéridos de suera
y homaogeneizado total de higado (media+ desviacién
estandar). El significado de las barras y los valo-

res de n son los mismos que en la figura 19.
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Hay que tener en cuenta, ademis, que en el higado la hi-
drilisis de los lipidos del tejido puede contribuir también al
mantenimiento de dichos niveles y de hecho, en los casos de
shock irreversible el contenido en los &cidos linoléico y ara-
quidénico de TG, DG y MG en homogeneizado total disminuye en el
shock .

En la experimentacién los animales estaban ayunados y en
estas condiciones los AGL de suero proceden fundamentalmente de
los depésitos de TG en el tejido adiposo, que estdn compuestos
principalmente por &cidos grasos saturados. Por ello, es légico
que, si suponemos una lipolisis incrementada como consecuencia
del shock, se sleven los niveles de los AGL saturados en suero.
‘Adem&s, la explicacién de la disminucién en los niveles del
4cido linoléico en suero no debe sstar en una menor liberaciédn,
sino en una mayor captura por parte de los te jidos.

Las variacionss en la composicibén en Acidos grasos de las
TG de suero reflejan las de los niveles de cada AGL del mismo,
como cabia esperar, ya que los AGL sanquineos son los precursa-
res para la sintesis de TG en el hfgado, gue luego pasan a la

sangre.

Contenido en clases de 1f{pidos de la fraccidn mitocondrial

de higado

Puesto que, cumo se comentd con detalle en la introduccidn,
existf{an alguna hipdbtesis que proponfan gque la lesidén de las mi-
tocondrias podrf{a basarse en una hidrdlisis de los fosfolipidos
de sus membranas, se han estudiado los cambios en el contenido
en las principales clases de lipidos de la fraccién mitocondrial ’
de higado que se producen como consecuencia del shock. Los resul
tados obtenidos se presentan en las figuras 23 y 24,

El contenido en LT de la fraccidén mitocondrial de higado
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figura 23.- Niveles de l{pidos totales y de las principales cla-
ses de lipidos de la fraccidn mitocondrial de higado
(media + desviacifn estandar).
M control (n=8)
wees; Shock reversible (n=10)
HHE shock irreversible (n=5)
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ne presenta variaciones significativas como consecuencia del
shock. En lo que se refiere a las clases de lipidos no hay cam-
bios en los casos de shock reversible, psro en los de shock irrg
versible aparece un aumento en 8l contenido en AGL y una dismi-
nucibén en el de fosfolipidos, que podrf{s tener gran importancia
considerando el papel fundamental de stos (Gltimos componentes
para la funcionalidad mitocondrial. El1 aumento en los niveles de
AGL podria también tener efectos nocivos para la funcionalidad
mitocondrial, ya que se ha descrito su actuacién "in vitro" como
desaccplantes (Bjorntorp y cols., 1964) y como iondforos (Roman
y cols., 1979).

£l anilisis de las distintas clases de Ffosfolipidos (figu-
ra 24) indica que lz disminucidn en los casos de sheck irrever-
sible se centra principalmente en los componentes mayoritarios,
PE y PC, en los que representa un 13.4 % y un 10 %, respectiva-
mente; pero, ademis, se observa una disminucién de un 12.5 % en
DPG. Teniendo en cuenta que el DPG ses un componente espec{fica
de la membrezna interna, esta disminucidn tamhién puede ser cla-
ve para la funcionalidad mitocondrial.

Por otra parte, hay que resaltar en los casos de shock
irrsversible la elevacién en el contenido en LPE y LPC, que ha
de ser el resultado de la desaparicibn de las formas diaciladas
por la accidn de una fosfolipasa A. Esta elevaci6n también pue-~
de influir sobre la funcionalidad mitocondrial, suponiesndo que
se produzca en las zonas donde actda la fcsfolipasa By un aumen-
to local de la cancentracidn, que pueda modificar la fluidez de

la membrana, provocando un aumento en su permeabilidad,



Composicién en fcidos grasos de clases de lipidos de la frac-

cién mitoeondrial

Teniendo en cuenta, por una parte, la importarcia de los éci
dos grasos poliinsaturados componentes de los fosfol{pidos de las
mambranas para la fluidez de las mismas y pare la funcionalidad
de las enzimas presentes en ellas'y, por otra parte, el interés
por dilucidar el fipo de fosfolipasa responsable de la dismipu-
cifn observada en las principales clases de fosfolipidos de la
fraccidén mitocondrial de h{gado, se prccedif al anélisis cuali-

y cuantitativo de los 4cidos grasos presertes en dichas clases
de fosfolfpidos. Las figuras 25 y 26 muestran los resultacdos ob-
tehidos para los 4cidos grasos mayoritarios, También se realiza-
ron las valoraciones de los niveles de los AGL presentes en la
fraccidn mitocondrialj los resultados de estas valoracionss apa-
recen en la figura 27.

En los casos de shock irreversible aparece una notable dis-
minucidn en el contenido en los Acidos lincléico y araquddnico
de la PE y la PC mitocondriales, mientras Gque los &cidos grascs
saturados y monoinsaturados no presentan mis gque ligeras varia-
ciones. También en el DPG disminuye el contenido en 4cido lino-
l18ico, que es su 4cido graso mayoritario.

Los resultados estén expresados como cantidades absolutas
de 4cidos grasos/peso de proteina mitocondrial, por lo que re-
presentan las variacicnes en el contenido de cada 4cido graso
individual. As{ pues, estos resultados, al igual gue los obte-
nidos mediante la valoracién de fdsfcro, indican un predominio de
la hidrdblisis de PE, PC y DPG sobre la reacilacién de los liscde—
yivados resultantes, que tiene lugar en condiciocnes normales en .
las mitocondrias. - -

Teniendo en cuenta que los 4cidos linaoléico y araguiddnico

ocupan casi exclusivamente la posicién sn-2 de las moléculas de
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Figura 25.- Niveles de los principales 4cidos grasos compinen-
" tes de PE y PE de la fraccién mitocondrial (mdias
desviacifn estandar). El signif‘icaﬁo de las birras

y los valores de n son los vr;ismos que sn la f.gura

19.
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Figura 26.- Niveles de Acido linoléico del DPG de la fraccidn mi
tocondrial (media £ desviacidn estandar). El signifi-
cado de las barras y los valores de n saon los mismos
gue en la figura 19.
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Figura 27.~ Niveles de los principales Acidos grasos libres de
la fraccibn mitocondrial (media+ desviacidn estandar)
El significado de las barras y los valores de n es
igual que en la figqura 23.
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PE y PC, su desaparicién ha de basarse en la actuacidén de la
fosfolipasa A, mitocondrial.

La fraccifén de AGL presenta en los casos de shock irreversi
ble una elevacién de los niveles de todos los 4Acidas grasos, cu-
ya origen, a la vista de los resultados anteriores, no se pueds
explicar de la misma forma para los 4cicos linoléico y araquidg-
nico y para los restantes Acidos grascs. La elevacidn en los ni-
veles de los primeros ha de ser el resultado de su liberacifn
de las moléculas de fosfoli{pidos mitocondriales, mientras que la
de los segundos podrfa basarse en un incremento en la captura
por parte de las mitocondrias, debido al aumento en los niveles
de dichos &4cidos grasos en suero y, consecuentemente, en el te~-
jido., La hidrdlisis de los TG mitocondriales no podria dar cuen-
ta de la elevacifin en los AGL, debido a que estén presentes en
muy paquefia cantidad.

Es necesario indicar que la slevacibn en los niveles de éci
do araquiddnico libre no es equivalente a su disminucibn en los
fosfolipidos, lo cual indica una pérdida del mismo én la frac-

cién mitocondrial.

Funcionalidad mitocondrial

Paralelamente a las determinaciones de composicién lipidica
sg realizaron con ntras alicuotas de las preparaciones mitocon-~
driales estudios de funcionalidad, a fin de analizar las relacig
nes entre los cambios producidos en ambos pardmetros. Los azpec-
tos de la funcionalidad estucgiados fueron: la respiracién y la

actividad de la succinato-citocramo ¢ reductasa.

I. Respiracidn
En la figura 28 puedsn obsservarse los valores de RCR y ADP/
0 calculados a partir de los registros de consumo de axf{geno Tea

lizados utilizando glutamato + malato y succinato como sustratos.
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RCR(3/2) RCR(3/4)

Giutamato
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Figura 28.- Valores de RCR y ADP/0Q utilizando glutamato + malato
y succinato como sustratos (media ¢ desviacién estan-
dar). E1 significado de las barras y de los valores

de n es el mismo que en la figqura 23.
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Como se cdeduce de los cambios en el RCR y en la relacidn
ADP/0, la administracién de LPS provoca una notable disminu-
cibn en el grado de acoplamiento entre la respiracidn y la fos-
forilacifn, que se hace més patente sn los casos de shock irre-
versible. Tenmiendo en cuenta que tales cambios se manifestabar
utilizando sustratas correspondientes a los centros I y II de
fosforilacién, cabe persar que reflejen no una disfuncién par-
cial de uno de los centros des fosforilacién, sino una altera-
cién de la membrana interna mitocondrial que afecta a los dos
centros mencionados.

Los resultados obtenidos concuerdan con los descritos por

Mela y cols. (1969).

II. Actividad de la succinato-citrocromo c reductasa

Los resultados de la valoracidn de la actividad de la su-
ccinato-citocromo ¢ reductasa de las preparaciones mitocondrie-
les se presertan en la tabla 10. Como puede observarse la men-
cionada actividad erzimltica experimenta también una disminucién

notable en los casos de shock irreversibls.

Control Shock irreversible

Actividad 45.8%1.9 22.0%£2.2

Tabla 10.- Actividad de la succinato-citocromo c¢ reductasa exfrg
sada en pmoles de citocromo ¢ reducide/min mg de pro-

teina mitocondrial,
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Relacifn composicién lipf{dica-funcionalidad mitocondrial

Para estudiar la posible existencia de relaciones entre
las czmbios en la composicifn lipfdica y la funcionalidad mita-
condrial, se han realizado ané}isis de correlacién entre los va-
lores del RCR(3/2) con succinato como sustrato y los de varios
pardmetros correspondientes a la composicibn lipfdica. Los re-
sultados méds interesantes se muestran en la figura 29. Puede
apreciarse que los coeficientes de correlacién entre el conteni-
do en 4cido araquidénico de PE y PC y sl RCR son elevados, mien-
tras que los correspondientes entre el contenido en &cido lino-
léico de ambos fosfolipidos y el RCR san natablemente més bajos.

A la vista de estos resultados cabe pensar que las sspe-
cies moleculares de PE y PC que poseen 3cido araquiddnico tienen
una significacién fundamental para el acoplamiento de la fosfori
lacifn con la oxidacibn, quiz4 debido a que su interaccidn con
las enzimas implicadas es indispensable para su funcifn. Esta
idea ercaja dentro de la dependencia de la presercia de los fos-
folipidos de membrzna que presentan tanto los sistemas de trans-
porte electrdnico ccmo la ATPasa, secgln se comenté con detalle

.en la introduccién.

Relacidn de las alteraciones mitocondriales con la fisiopa-

tologia del shock esndotbxico

Como ya se ha comentado, las alteraciones observadas en la
composicidn lipidica y en la funcionalidad de las mitocondrias
son muy importantes en los animales gue alcanzaron la fase irre-
versible del shock, en tanto que en los que se encontraban en
shack reversible sblo aparecen ligeros cambios en el gradc de
scoplamiento de la respiracifn y fosforilacién (ver figuras 23,
24, 25, 26, 27 y 28. Ello se pone de manifiesto también en la Fi

gura 30, donde se ha representado el contenido en &cido araquid§
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Figura 29.- Coeficientes de correlacién (t) entre RCR 3/2 usando
succinato como sustrato y las cantidades de 4cidos
grasos para una serie de preparaciones de mitocon-
drias de higado de ratas control y en estado de shock.
Acido linoléico (——-) de FE (A) y PC (m).

Acido araquidénico (——) de PE (®) y PC (x).
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nico de PE frente a los niveles de este fosfolipido. Puede obser °
varse como, aunque los niveles de PE presentan variaciones, el
conternido en dicho &cido graso de este fasfolf{pido no es nunca
inferior a un cierto nivel en los animales control y en estado

de shock reversible. Sin embargo, en los casos de shock irrever-
sible aparece una notable disminucibn en el contenido en &cido
araguidbnico de PE.

De lo expuesto anteriorments podria deducirss que la magni-
tud de las alteraciones mitocondriales esti estrechamente rela-
cionada con la gravedad del shock endotbxico y que la disfuncién
de las mitocondrias es clave sn 8l desarrollo de los procesos

gue conducen a la muerte en la fase irreversible del shock.

Actividad de la prostaglandina sintetasa microsomal de higado

La cantidad de 4cido araquiddnico que se libera de los fosfg
lipidos de la fraccién mitocondrial es superior a .la que se acu-
mula en la misma y no hay una elevacidn en los niveles de dicha
4cido graso libre en homogeneizado total (figures 55 y i&). Por
ello hay que pensar gue el &cido araquidbniceo se metaboliza o
bien se incorpora nuevamente a fosfolipidos en la fraccibn micrg
samal. Dado que una de las posibles rutas de transformacidn del
mencionado 4cido graso es la biosintesis de prostaglandinas y
cansiderando la importancia de estos compuestos en la patofisio-
logia del shock endotbxico, se ha evaluado también la actividad
de la prostaglandina sintetasa microsomal de higado, determinén-
dose sus parédmetros cindticos Ky .y VUmax-.

Los resultados obtenidos (tabla 11) indican gue mientras la
Vpmax no presenta variacién, la KM aumenta ligeramente en los ani
maless que alcanzaron la fase irreversible del shock.

Teniendo en cuenta gue estos estudios se realizaron "in vi-

tro" con la fraccidn microsomal aislada, no parece probable que



Control Shack irreversible
Ky (uM) 0.15£0.04 0.25%0.06
Vinax (nmol/min mg prot.) 176%21 177423

’

Tabla 11 .- Constantes cinéticas de la prostaglandina sintetasa

microsomal de h{gado.

los cambios observados sean debidos a la presencia de algdn mody
lador soluble originado como consscuencia del shock. Cabe pensar
pues, que durante el transcurso del shock se produzcan cambias
en el reticulo endaplésmico, capaces de modificar la afinidad de
la prostaglandinas sintetasa para el 4cido araquidénico. En esta
linea una hipdtesis podrfia ser la oxidacién de los grupos tidli-
cos que, como se describid en la introduccién, parecen estar im-
plicados en la funcionalidad del mencionado sistema enzimdtico.
Para estudiar esta posibilidad se valoraron los grupos tidlicos
libres presentes en la fraccifn microsomal y, como puede apre-
ciarse en la -tabla 12, no existen diferencias significativas
entre los valores de los contraoles y los correspondientes a ani-

males en shock irrsversible.

Control Shock irreversible

Grupos tidlicos 42422 46%14
nmol/mg proteina

Tabla 12.- Contenido en grupos tidlicos libres de la fraccién

microsomal de higado.

Por otra parte, el aumento en la K, observacdo en los anima-

m
les en shock irreversible no es suficientemente grande camo para
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que se pueda pensar que tenga lugar una disminucién notable en
la actividad biosintética de las prostaglandinas; sobre todo te-
niendo en cuenta que en dicho estado la disponibilidad del sus-
trato, 4cido araquidfnico, es mayor. No obstante, es necesario
indicar la importancia qus puede tener en la desaparicién del
4cido araquidénico la peroxidacién, reaccibén que estéd catalizada
por la lipoxigenasa y requiere la presencia de H202 o radicales
07. Puesto que, como se comentd en la introduccién, ambos pro-
ductos se acumulan en el citcoplasma, debido a los cambios en el
metabolismo celular que tienmen lugar en el shock, es muy proba-
ble que la actividad de la lipoxigenasa esté incrementada en sl

mencionado estado fisiolégico.

SHOCK HEMORRAGICO

La comparacibn de los efectos sobre las mitoccndrias de dos
tipos de shock de etiologf{a muy distinta, eomo son el hemorrigi-
co y el endotéxico, revestfa un gran interés, ya que podria apor
tar informacién acerca de la contribucidn de los cambios herodi-
némices y metabb8licos propios del shock circulatorio y de la que
ejerce la actividad tdxica del LPS. Por ello, se realizaron estu
dios de la composicién lipfdica y la funcionalidad de las mito-
condrias de higado en animales sometidos a una hemorragia ccntrg

lada.

Contenido en clases de lf{pidos de la fraccidn mitocordricl

de _higado

Fl contenido en LT y en las clzses de l{ipidos estudiadzs de
la fraccién mitocondrial de hfgado no presenté variacifn sicnifi
cativa como consecuencia del shock hemorrigico, segdn puede ob-
servarsg en las figuras 23, 24 y 27. Estos resultados indican

gue en este tipo de shock no tiene lugar el incremento en la ac-
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tividad de la fosfolipasa A; que ocurre en el shock endotdxico.
Teniendo en cuenta que ambos tipos de shock tienen en comin los
cambios hormonales y la inadecuada perfusidn tisular, no parece
16gico pensar que estos fendmenos sean los responsables de dicha
activacién, sino que la misma ha de basarse en alglin efecto pro-
pio del LPS, gue quizi podrfa ser su accibn directa sobre los hg

patocitos o sobre las mitocondrias.

Funcionalidad mitocondrial: Respiracifn

Las mitocondrias hepiticas de animalas sametidos a shack
hemorrédgico presentan una disminucién el RCR y en la relacidn
ADP/0 con los dos tipos de sustratas, menor inclusa gue la ob-
servada en los casos de shock endotdxico reversible (Figura 28 ).
Por lo tanto, como consecuencia de la hemorragia aguda aparece
también una lesién mitocondrial, pero de magnitud mucho menor
que la que es capaz de provocar la administracién de LPS, lo
cual, unido a la ausencia de cambios en la composicién lipidica,
induce a pensar que la lesién se produce por mecanismos dis-

tintos en ambos casos.
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EXPERIMENTACION "IN VITRO"™ CON FRACCION MITOCONDRIAL

Con el fin de profundizar en el estudio de los posibles mg
canismos de la lesifn mitocondrial y del incremsnto en la hidré
lisis de fosfolipidos mitocondriales, observados en la experi-
mentacidn "in vivo"™ como consécuancia de la administracién de
LPS, se planted una experimentacidn "in vitro", consistente en
la incubacibén de preparaciones mitocondriales en presencia de
los factorss que podriqn ser responsablss de dichos efectos.
Estos factores son: el Caz*; activador de la fosfolipasa A, mi-
tocondrial, y el propio LPS interaccionando directamente con la
membrana interna mitocondrial, como ya se comentd con detalle
en la introduccibn. También se ensayd sl efecto del iondforo
de Ca?+ A-23187, ya que una de las posibles formas de actuaci6n
del LPS podria basarse en su efecto ionbforo para dicho ién.

Las concentraciones de LPS utilizadas fueron de 50-80 pg
de LPS/mg de proteina mitocondrial, qus corresponden, seglin un
cédlculo tedrico aproximado, a las que se obtendrfan sn el higado
de los animales con el intervalo de dosis de LPS utilizado en
la experimentacibn "in vivo".

Los aspectos estudiados en la experimentacién "in vitro"
fueron:

Actiuidaa de la fosfolipasa A,

Incorporacidn de &cidos grasos en fosfolipidos

Actividad respiratoria

Capacidad de retencidn de Ca?*

t
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Actividad de la fosfolipasa A2

La actividad fosfolipasa A2 de las praeparaciones mitocon-
driales se evalud a través del aumento en el contenido en LPE,
LPC y AGL. La elecci6n del tiempd de incubacibn se realizf a
partir de un estudio de variacifnm de los niveles de hidrdlisis
con el tiempo (figura 31),.

Como pﬁede apreciarse en la figura 32, en ausencia de Ca2+
el ionéforo A<23187 no tiene efecto alguno sobre la actividad
fosfolipasa Ay, pero el LPS la incrementa ligeramente; lo cual
sugiere que la interaccién del LPS con los fosfolf{pidos de las
membranas mitocondriales favorecs la accibdn de la enzima sobre
ellos y que este efecto no se basa en una actuacifn como iond-
foro., En respuesta al Caz* solo o mads LPS o ion6foro aparece
un gran incremento en los niveles de lisofosfolipidos.

La presencia de otras particulas subcelulares en las prepa
raciones mitocondriales utilizadas no puede explicar los cambios
observados, ya gque los contaminantes fundamentales gue pueden
existir son lisosomas y la actividad fosfolipasa A, lisosamal rg
sulta mis inhibida que activada por CaZ* (Nachbaur y cols.,
1972).

La acumulacién de AGL presenta un gran paralelismo con el
incremento en lisofosfoli{pidos {figura 33). La gran elevacidn
an los &cidos grasos poliinsaturados, que agilan la posicibn
sn-2 de la molécula fosfFolipidica, indica la acumulacién de
l-acil-lisofosfolipidos y demusstra la especificidad de la hi-
drdlisis para la posicibn citada. El hecho de que estos &acidos
grasos proceden de los fosfolfipidos mitocondriales estd apoya-
do ademés por la inexistencia de otras actividades lipé&sicas
en las mitocondrias (Vignais y cols., 1976); s8llo elimina a
los TG como posible fuente de AGL. Por otra parte, el contenido
en acil-CoA es demasiado bajo para dar lugar a la aparicibn de

las cantidades de AGL abservadas.
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Flgura 32.- Niveles de LPC y LPE expresados como % del total de

AG/AG control
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FosfuglxcarVdns de colina y etanclamipa respectiva-
mente (media «desv. estandar). En todos los casos
n=6. (i) Control tismpo 0, (RF) Control 30 min,
() ca‘*, (/) LPS, (M) ca?*+ LPS, (1) ionéfo-
ro A 23187, («"*) Ca?~+ Ianéforo A 23187.
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Figura 33.- Relaciones entrs ug de Acido graso libre en cada uno

de los distintos medios de ensayo y ug de 4cido gra-
so libre en las condiciones control.(medias desvia-
cifn estandar). El significado de las figuras y los
valores. dé n son los mismos que en la figura ante-
rior.
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Cabe resaltar el hecho de gue en presencia de LPS aparece
una elevacibén selectiva en el nivel de 4cido araquidfnico libre,
lo cual sugiere que el disbalance entre la hidrélisis y la reaci
lacién afecta preferentmente a dicho &cido graso y esti de acuer
do con el pequefio incrementoc en los niveles de lisoderivados
producido por el LPS. Puesto que ambos &cidos grasos poliinsa-
turados, araguidénico y linoléico, estén localizados principal-
mente en la posicidn sn-2 de los fosfolipidos, la acumulacidn
preferente de uno v otro inducida por C32+ o LPS podria resul-
tar de un cierto grado de especificidad de la fosfolipasa A2
hacia determinadas especies moleculares de sustrato, o bien de
una inhibiecién en la utilizacién de uno de los dos Acidos gra-
sos para la reacilacifn de los lisodsrivados.

La primera de esas hipdtesis se explicarfa suponiendo

2+ 5 @1

que la fosfolipasa A2 mitocondrial se activa por el Ca
LPS en localizaciones con diferente entorno fosfolipi{dico, lo
cual es posible si se tiene en cuenta gue, como se menciond en
la introduccidn (Tablas 5 y 6), existen grandes diferencias en
sl contenido en los dos 4cidos grasos poliinsaturados entre las
fosfoli{pidos de las dos membranas mitocondriales, e incluso en-
tre los presentes en les dos lados de la mebrana interna.

Puesto que en la experimentacidn "in vivo" se observé en
los fosfolipidos mitocondriales una pérdida de 4cido araquiddnico
preferentemente, los resultados obtenidos "in vitro" sugieren la
necesidad de la participaci6n de una interaccién directa LPS-mi-
tocondrias en la lssidn mitocondrial "in vivo". El efecto del
Ca?+ "in vitro" da lugar a la liberacién preferente de &cido li-
noléico, por lo que la hidrdlisis de los fosfolipidos mitocon-
driales %in vivao" no podrfa ser la respuesta a una elevacifn en

los niveles citoplésmicos de Ca2* (nicaments.
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Incorporacifin de &cidos . grasos en fosfolipides : o

La incorporacién de &cidos grasos marcados radioisotépica-
mente en los glicerofosfolipidos de las preparaciones mitocon-
driales refleja la actividad de los dos sistemas enziméticos im-
plicados en la acilacién: acil-CoA sintetasa y aciltransferasa
(figura 10). Se han elegido para la expesrimentacidn las 4cidos
palmftico y araquiddnico como representantes de las posiciones
sn=1 y sn-2 de las moléculas de los fosfolipidos respectivamente

2+ L 1ps5 1la incorporacién de

En presencia de Ca2+ y de Ca
los dos &cidos grasos estf notablemente disminufda; sin embar-
9o, la presencia de LPS (nicamente disminuye la incorporacién
del &cido araquidénico, pero no afecta a la del 4cido palmitico
(figura 34). Estos resultados apoyan la idea de que la disminu-
cibén en la utilizacidén del Acido aragquiddnico para la reacila-
cidn contribuye a la acumulacidn selectiva del mismo que tiene
lugar en presencia de LPS.

Por otra parte, los diferentes efectos del LPS sobre la ipn
corporacidn de los dos 4cidos qrasos sugieren que el cambio de
actividad reside en la aciltransferasa, que presenta especifici-
dad para el 4cido graso, y no en la acil-CoA sintetasa, que es

inespecifica.

Actividad respiratoria

En la figura 35 se presenta la variacién del RCR con el fieﬁ
po de incubacién. Puede chservarse como la presencia del LPS pro
voca un descensa en los valores de dicho pardmetro mds réapido
que el que tiene lugar en la preparacidn control, que se debe
unicamente al enve jecimiento mitocondrial. Por‘tanto, se puede
concluir que el LPS origina "in vi;ro" un desacoplamiento entre
la fosforilacién y la respiracibn, hecho que ha sido observado

también por otros autores como se comentd en la introduccién.
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Esta disminucidén en el grado de acoplamiento es menor que la que
se produce en la experimentacidn "in vivo", lo cual concuerda can
la circunstancia de que el LPS da lugar "in vitro" a una ligera

hidr6lisis de los fosfol{pidos mitocondriales, muy inferior a la

que ocurre "in vivo",

RCR (3/2)

Tiempo (min)

Figura 35.- Variacién del RCR,utilizanda succinato como sustrato,

con el tiempo de incubacién. ( ) Control y

(=——) LPS.
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Estudio de la capacidad de retencién_de Cazf

E} efecto del LPS y del iondforo A-23187 sobre la capaci=-
dad de retencidn de Ca2* de las preparaciones mitocondriales se
estudid utilizando una concentracién de Caz- en el medio. superior
a la gque son capaces de capturar las mitocondrias y registrando
sus variaciones a lo largo del tiempo de incubacibn, en presen-

cia de ambos productos (figura 36). La adicién de CaZ+

va sequi-
da de un descenso inicial en su concentracién, correspondiente

a la translocacién del mismo al interior de las mitocondrias,
por lo que la pendients inicial de la desaparicifn del caZ* re-
fleja la velocidad de captura del mismo.

La preparacifn control captura Ca2* hasta alcanzar un es~
tado estacionario, en el que el flujo de entrada y de salida del
ién estin compensados, estado que se mantiene durante algdn tiem
po. Después tiene lugar una liberacién de Caz*, pero la coﬁcen-
tracifn final en el medioc es inferior a la inicial. Teniendo en
cuenta gue el tiempo transcurrido no es suficiente como para que
las mitocondrias agoter el oxf{geno del medio, este comportamien-
to podrfia explicarse suponiendo que, debido al agotamiento de los
sustratos energéticos y al envejecimiento mitocondrial, llega un
momento en el que las mitocondrias son incapaces de bombear sl
Ca2+ hacia su interior, con lo cual el flujo de salida a favor
de gradiente supera al de entrada. La salida de ca2* continda,
quizd hasta que las concentraciones en el interior y en el exte-
rior de las mitocondrias se igualan,

La presencia del LPS acelera la captura del Ca2+, posible-
mente debido a que la interaccifn del LPS con los fosfolipidos
de la membrana favorece la unifn del Ca2+ a los mismos, o bien
su difusidén desde la superficie hasta el transportador localiza-
do en el interior de la membrana. Asimismo el LPS adelanta la 1%

beracidn del Caz*, de forma que con la concentracidn més altsa

ni siquiera se alcanza el nivel m&ximo de captura a gue se lle~
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gaba en el control. Este efecto podrfa basarse en una disminu-
cién en la produccidn de energfa necesaria para el bombeo de
Ca2* hacia el interior de las mitocondrias y/o en un aumento en
la permeabilidad de la membrana interna para este ifn, segdn un
mecanismo similar al propuesto por Beatrice y cols. (1980) para
la accifn de otros productos, basado en un incremento en la ac-
tividad fosfolipasa A2 mitocondrial.

Los resultados obtenidos apoyan la participacifén de ambas
mecanismos; eﬁ primer lugar, la produccién de energia esté dis-
minufida, pues el LPS provoca un desacoplamiento, y, en segundo
término, el LPS origina un incremento en la actividad fosfolipa-
sa A2 mitocondrial y puesto gque, ademis, uno de los agentes que
provocan el aumento de permeabilidad por el mencionado mecanismo
es el palmitoil-CoA, parece l8gico pensar que los 4cidos grasos
del lipido A pudieran actuar de esa forma., Peroc el aumento en
la permeabilidad para el Ca2% podria basarse tambidn sn una pér-
dida del Ng2+ de la membrana interna, ya que seqdn sugirieran
Greer y cols, (1973) el LPS es capaz de secuestrarlo, o bien en
cambios en la fluidez o en la densidad de carga de dicha membra-
na, debidos a la interacci6n con el LPS.

El efecto del ionGForo A-23187 hace que no se establezca
gradiente de concentracifn entre el interior y el extericr de
las mitocondrias, a pesar del bombeo hacia el interior; por ello
dnicamente se observa un descenso de la concentracidn de Ca2+ en
el medio hasta que desaparece el gradiente inicial de concentra-
cién.

Camparando las acciones del LPS y del ionﬁforo‘ﬂ-23187 s0-

2+

bre la capacidad de retencién de Ca de las mitocondrias, pare-

ce claro que ambas son distintas y que el LPS no actda como iond

foro propiamente dicho, sino que provoca un aumento en la permea

bilidad de la membrana interna para dicho ifén.



CONCLUSIONES



- Efectos del shock endotfxico:

1/ Activacién de la lipolisis que da lugar a una elevacién de
los niveles de AGL en suero y en higado.

2/ Disminucién del grado de acoplamiento de la fosforilacién y
la oxidecidn de sustratos correspondientes a los centros I
y I1 de fosforilacién en las mitocondrias de higado.

3/ Activacién de la fosfolipasa A, mitocondrial que conduce a
un descenso en los niveles de PE, PC y DPG y a un aumento
en los de AGL, LPC y LPE. Tiene lugar una liberacifn prefe~-
rente del &cido araquidbnico de los fosfolipidos mitocon-
driales, que estd estrechamente relacionada con los mencio-~
nados cambios en la funcionalidad de las mitccondrias.

4/ La magnitud de las alteraciones mitocondriales parece ser
clave para la reversibilidad o irreversibilidad del shock
endotbxico.

S/ Ligero aumento en la Ky de la prostaglandina sintetasa mi-
cresomal que ha de basarse en cambios estructurales de la
enzima. Este aumento en la K no hace suponer una disminu~
cidn en la velocidad en la biosintesis de prostaglandinas,
teniendo en cuenta la mayor disponibilidad de 4cido araqui-
dénico. : '

- Efectos del shock hemorrégico:

1/ Disminucién del grado de acoplamientc de la fosfcrilacidn y
la oxidacidn en lss mitocondrias de higado, inferior a la
observada en los casos de shock endotdxico irreversible.

2/ No aparecen cambios en la composicifn lipidica de la frac-
cibn mitocondrial de hfigado, lo cual sugiere que los cam-
bios observados en el shock endotdxico requieren la partici
pacién de alglin‘efecto propio de la accibn del LPS.

~ Comparscibén de las“%icciones "in vitro" del LPS, el Caz* y el
ionbforo A 23187 sébre las mitocondrias:

1/ £l I:a24 y en menor medida el LPS provocan una activacién de



2/

3/

a/

5/
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la fosfolipasa AR, que da lugar 3 la liberacifn preferente de
los Acidos linoléico y.araquidénico respectivamente. Estos

hechos podrian soportar la proposicibn de que la fosfolipasa
Ay se activa en ambos casos en localizaciones con diferentes

entornos fosfolipidicos.

'De igual forma el Ca2* y el LPS inhiben la incorporacidn de

4cidos grasos en fosfolipidos, pero mientras el primero lo
hace de forma inespecifica el segundo afecta selectivamente
a la incorporacién de &cido araquidfnico. Este efecto podria
contribuir también al disbalance entre la hidrdlisis de los
fosfoli{pidos por la accién de la fosfclipass A, y la reacila
cifn de los lisoderivados, gue dz lugar a la pérdida de sus
dcidos grasos componentes.

£1 LPS incide sobre la captura de Cal* por las mitocondrisas
y quizéd a través de este efecto actla sobre la activacién de
la fosfolipasa Ay por el CaZt.

Los efectos del ion6foro A 23187 y del LPS sobre los movi-
mientos de Ca2?* a través de la membrana mitocondrial son dis
tintos, pudiendo concuirse que el LPS no actila como ionbfc}o‘
propiamente dicho. Cabe proponer que el LPS provoca un cam:
bio en la permeabilidad de la membrana interna para el CaZt
que se basa en la activacién de la hidrdlisis de los fosfo-
lipidos de la mismsa,

€1 LPS esjerce "in vitro" unos efectos sobre la composicifn
lipidica y el control respiratorio de las mitocondrias menos
marcados que los observados "in vivo", lo cual hace suponer
que en la lesibn "in vivo" participan también otros factores
entre los cuales podria estar la elevacién en los niveles ci .

toplésmicos de CaZl*.
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