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RESUMEN

Se compara la actividad de ATPasa, la relacion ADP:O (P:0) y el Control Respiratorio (RCR) en mitocondria de corazén
entre cobayos de altura (Morococha, 4540 m.snum.) (Alt) y cobayos del nivel del mar (Lima, 150 m.s.n.m.) {NM). El
estudio se realizé en 60 cobayos machos, 30 en cada nivel de altitud, con un peso promedio de 400 a 450 gramos. Las
mitocondrias de corazén fueron obtenidas por centrifugacion diferencial a 4° C. La relacién P:O v el RCR fueron medidos
polarograficamente por el método de Tyler, v la hidrélisis del ATP se realizé por el método de Holton et al. Los valores
medios obtenidos en mitocondrias de corazén al NM y en Alt, expresados en micromoles de oxigeno consumido/mg de
proteina/hora, fueron: con Glutamato + Malato como sustratos, respectivamente: P:0O 2.90, RCR 6.02 y O 2.93, RCR 6.0;
y con Piruvato + Malato como sustratos, respectivamente: P:0 2.60, RCR 5.0 y P:O 2.70, RCR 4.80. La actividad ATPasa
fue al NM y en Alt, respectivamente: 57.50 vy 64.50 mmoles de P/mg proteina/hora. Los resultados sugieren que los
cobayos de altura han desarrollado la habilidad de realizar la fosforilacidn oxidativa en forma mas eficiente, v el ligero
incremento observado en la actividad de ATPasa indica que tal vez se realizan pequefios ajustes para mantener el
equilibrio dentro del medic ambiente mitocondrial.
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SUMMARY

Heart mitochondrion ATPase activity, ADP:O ratio (P:0) and Respiratory Control {RCR) are compared between guinea
pigs from high altitude (Morococha, 4540 m) (HA) and those from sea level (SL). The study comprised 60 male guinea
pigs, 30 from each altitude level, with mean weight 400-450 grams. Heart mitochondria were obtained by differential
centrifugation at 4°C. P:O ratio and RCR were measured polarographically by Tyler method, and ATP hydrolysis was
done by Holton et al. Method. Mean values obtained for heart mitochondria at SL and HA, expressed in mmoles oxygen
uptake/mg protein/hour, were, with Glutamate + Malate as subtrates, respectively: P20 2.90, RCR 6.02 and P:O 293, RCR
6.0; and, with Pyruvate + Malate as subtrates, respectively P:0 2.60, RCR 5.0 and P:O 2.70, RCR 4.80. ATPase activity was
at SL and HA, respectively: 57.50 and 64.50 mmoles P/mg protein/hour. The resuits suggest that high altitude guinea pigs
may have developed the ability to perform oxydative phosphorylation more efficiently, and that the slight increment
observed in ATPase activity indicates that some adjustments are made to maintain the equilibrium within the mitochondrial
environment.
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INTRODUCCION

El Trifosfato de adenosina (ATP) es el transporta-
dor universal de energia libre, llamado también
«moneda universal de energfa libre». Se encuen-
tra en todas las células vivas: animales, vegetales
y microorganismos. Se sintetiza a partir de ADI® y
Pi en un proceso denominado fosforilacién
oxidativa, catalizado por una enzima denomina-
da APTasa, que se encuentra en la interfase mem-
brana interna - matriz mitocondrial y que utiliza
energia electroquimica para trabajar; generada

por diferencia en las concentraciones de protones
{ H* } de los lados externo e intérno de la membra-
na mitocondrial, muy similar a una pila voltaica
bioldgica verdadera.

La oxidacién completa de moléculas combustibles
orgénicas de diferente estructura quimica como:
la glucosa en la glucélisis, los dcidos grasos en la
beta-oxidacién y las proteinas mediante sus
aminoacidos; transfieren hidrégenos y electrones
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por reacciones de éxido reduccion y fosforilacion
oxidativa liberando energia que es capturada
por la molécula de ADP para formar ATP, CO2
y H,O.

En la altura debido a la baja presién parcial del
oxigeno y a la mayor exposicidn a radiaciones
ultravioleta, el organismo humano y animal recu-
rre a cambios fisioldgicos adaptativos para satis-
facer su demanda de oxigeno y mantener una vida
normal.

En el Perti numerosos investigadores, entre ellos
Reynafarje B., Reynafarje C, Veldsquez T., Oyola L
y otros han encontrado modificaciones en la acti-
vidad de algunas enzimas, lo que sugiere que son
mecanismos de defensa natural de los organismos
en la altura. Por esas razones, en esta investiga-
cién estudiamos la velocidad de utilizacion del
oxigene, control respiratorio y actividad de ATPasa
en animales nativos de altura y de nivel del mar
con la finalidad de dilucidar algunos aspectos
biogquimicos relacionados con la bicenergética en
la altura.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion

El presente estudio se realizd en 60 cobayos machos
con un peso promedio de 400 a 450 gramos: 30
cobayos de altura (Morococha) y 30 cobayos de nivel
del mar (Lima).

Obtencién de mitocondrias

Las mitocondrias fueron obtenidas de wun
homogeneizado de tejido (corazdn), utilizando un
medio MSE (Manitol (0.225 M, Sucresa 0.075 M, EDTA
0.05 mM) pH 7.4 a 4° C y sometido a centrifugacién
diferencial (Tyler).

El residuo mitocondrial después de la quinta
cenlrifugacion se resuspendié en MSE helado
obteniéndose una suspension de rmitocondria, en ella
se realizaron los estudios de fosforilacion oxidativa
(APD:Q) y Control Respiratorio (RCR) mediante un
polarégrafo utilizando un electrodo de oxigeno
(Estabrook).

Las mediciones fueron realizadas en una mezcla de
reaccién que contenia Manitol 0.225 M, Sucrosa 0.070
M, EDTA 1 mM, Buffer de fosfato 0.010 M, pH 72 y
una concentracion de proteinas 2.5 mg.

Los sustratos afiadidos: Glutamato, maiato vy
piruvato fueron afiadidos a una concentracién 10 mM.
La velocidad de consumeo de oxigeno se midi¢ en un
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polarégrafo con electrodo de Clark después de la
adicién de 0.1 M de ADP. Los valores se expresaron
como mmoles de oxigeno consumido por mg de
proteina por hora. La temperatura fuc de 22° C. La
actividad de ATPasa se midié por el método de Holton
et al y se expresé como mmoles de P/mg de proteina/
hora. Se utilizé un periodo de incubacién de cinco
minutos segiin los procedimientos descritos por
Bayer, Murphy y Oyola, 2,002

RESULTADOS

En la Tabla I se puede apreciar los valores medios y
desviaciones estindar de la fosforilacién oxidativa
en mitocondrias de corazén de cobayos de altura
(Morococha, 4540 m.s.numn.) y de nivel del mar (Lima,
150 m.sn.m.).

Lus valores medios de la relacién ADP:O y Conlrol
Respiratorio {RCR}, expresados como mmoles de
oxigeno consumido/mg de protefna/hora, son
similares en los animales de altura y nivel del mar:
cuando el sustrato es malato + glutamato: ADP:O
293, RCR 6.0 v ADP:0 250, RCR 6.02; y cuando el
sustrato es piruvato + malato: ADP:O 270, RCR 4.80
y ADP:02.60, RCR5.0.

En la Tabla II se observan los valores medios de
actividad de ATPasa obtenidos en cobayos de altura
64.50 y nivel del mar 57.50, expresados como munocles
de P/mg de proteina /hora.

DISCUSION

Del andlisis estadistico de los resultados obtenidos
de la relacion P:O {(nimero de moléculas de ATP
sintetizadas por par de electrones transportados a
través del transporte electrénico), y €l Control
Respiratorio (relacion entre la respiracion en estado
3 v la correspondiente al estado 4) tanto en los
animales de altura como del nivel del mar se hace
evidente que la respiracidén milocondrial estd
controlada por la presencia de ADD y los sustratos
utilizados y que son los factores determinantes de Ia
actividad respiratoria, y cxpresan el grado de
acoplamiento entre los procesos de oxidacién y de
fosforilacién (Flatt, Tyler y col., Alvarez y col,,

Reynafarje y Oyola).

La mayor actividad de ATPasa observada en los
animales de altura se deberia a la entrada de gran
cantidad de protones a la matriz mitocondrial con el
objeto de generar energia {ATP) a mayor velocidad
cuando la concentracién de oxigeno tisular no ha
caido a niveles criticos que afectarian las reacciones
de fosforilacién oxidativa, concordando de esa
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manera con los resultados obtenidos por Reynafarje
B.y Oyola L. al estudiar la cinética de la fosforilacién
oxidativa utilizando diferentes concentraciones de
ADP.

CONCLUSIONES

Los cobayos de altura han desarrollado la habilidad
de regular el flujo continuo de electrones de los

sustratos hasta el oxigeno en forma mas eficiente, y
que la mitocondria mantiene su integridad
estructural.

El ligero incremento observado en la actividad de
ATPasa en los cobayos de altura indica que tal vez se
realicen peguefios ajustes para acumular ADP que
estimule [a respiracion con la consiguiente activaciéon
de la resintesis de ATP.

TABLA 1 Fosforilacién oxidativa en mitocondrias de corazon de cobayos

Nivel del Mar Altura
Sustrato {Lima, 150 m.s.n.m.) {(Morococha, 4540 m.s.n.m.)
(30) (30)
P:0O RCR PO RCR
Glutamato + Malato 2.90 6.02 2.93 6.00
Piruvato + Malato 2.60 5.00 2.70 4.80¢

TABLA II Comparacién de la actividad de ATPasa en mitocondrias de corazén

Nivel del Mar Altura
Sustrato {(Lima, 150 m.s.n.m.) (Morococha, 4540 m.s.n.m.)
(30) (30)
Actividad de ATPasa
mmoles P/mg de 57.50 = 0.90 64.50 + 0.53
proteina/hora
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