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INTRODUCCION -

-. -, .e ·_;_ 

El conocimiento y. J..:a ·· cc:irácterizaci6n.' éi:nética de 1a enzina 

::: n:;;~~i~~i~~~f ~~~~i~f iff li~i~~~*~¡~;:~?::u::t::::::::~~ 
:~·'.·,,,,~:7).~·'.·,;'!~~i~'.-.:;·.~~~:t:t·. . ··":::(Y~~{:<{.~.-":_:·_~:_"_'-<;~:-·;!.-~:~?;,: .. •. . ;~!;~·<f· .. ". -· ,:;· , . - • 

En el' corazon:·humano·,,:se:·preseritan·:"tres formas clinicas de 
;>- _-· '. ;:~.'.·;; ! ~~~;:·'.:;_;_; '-;~~?~~:,':E~Df!:P(~;n):::~:·:\~T~ ~~-··: ~·,_ :_ . '-~~·\·~:':'.·;·::{)~;~~-~:;:f ::/:ir .. :-:>> 

cardiopatia· coronaria':,;:¡;la?:~.cardiopátía~artérioesclerótica. la ª!! 
•.. '····"'•.~ .• ---~- .. ·.· .-~< ... ··:,::,,_.!-·~,.·'·;.-;.:_·'_,:· 

gina de pecho y· el 'i'.i{i·~'r'.tci :dei1 mi.o'darai.'o·~·: Las tres son conse­
. 'f"': --~-; 

cuencia -de una misma:.c;~\1·~:ª ·apare.nt~f;;:: la disminución de1 flujo 

sanguíneo por el estrechamiento de·:.'·ias arterias coronarias deb.á:_ 

do a ateroesclerosi~. La forma más importante es e1 infarto de1 

miocardio porque de esta enfermedad muere el mayor porcentaje.de 

enfermos con cardiopatía coronaria y constituye 1a causa de mue~ 

te más frecuente en 1os 
,' - _:.:_ ~- ·. 

cáncer el seg\l.t:l:4o.1ugar. 

países industria1izados, 

Además esta enfermedad 

ocupando el 

está afectando 

cada vez j6venes, particularmente del sexo 

daño patológico y consecuentemente cuál.es son los datos más va-
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:Liosos para cl. diágn6stic~ y pron6stico. y cuál.es debe~ ser.-. :Las . 

medidas pr"'vci;n,~;i-~é\S.iYc~.:t-~cB!':PéUtfoas' más r;3:zc:>fi~:~ies · •. Los; estudios 

bioquímicos. que h0~m~s.:h~~hÓ--';~~ e:L--~~éji.d;"; cci:~d:f.;.éo 'aei·--pérro con 

:::::~~~i!~l'1I!i~~~~l~:;t!~i~l~,~~,, ~iif~h~·:::~ 
tab:Lece~ ·:· a:Lgurias;;rc·orre:Laciones ,;;entr ct~·.;~.;;_-rdiográ 

fic~s ,. ···-J_~tJ~!~~~F:~:~~+n.~s:s~j_toJ_~~Zi~~::,¡•~0~~~ .. -~;~f~~·· ~ioquími--

ces y ·sobre;.'itodó'~·:·n·os_. hán reveJ.ado ·••Jiaé,;>par,:t:i.c:i.pación .de J.a enzima 
-)·.::.'.·'.~·f?I/~:::i;~i~~:'.;::.~~ :. _ >· .·~··.··.-:- .- . ~ -. - · :~:, ·:·~;¡}4:-:iti:~~?.rt~'ft&~~~~:,;,~~1~/'~J?~·~ .,_ . --

NAD g:LicohidroJ.:á.sa• cardiaca en unó "°dé',~':i6's''!éambios más aparentes 

que ocurreJt·~ri i~- fase aguda de esta ~~·4:emia: :La disminución 

de:L contenidc:> de · ia s dinuc:Leótidos de. nicotinamida; J.a cual. a su 

vez, puede ser :La causa de :La a:Lteración en el. funcionamiento de 

:La cadena respiratoria y en J.os proceso~ de :La fosforiJ.ación ox~ 

dá.tiva. 

METODOLOGIA -

Los trazos e:Lectrocardio.gráficos sirvieron de base para c~ 

:Lificar e:L grado y J.a extensión de:L daño histoJ.ógico. EJ. regí.§!. 

tro se hizo a través de un.eJ.ectrodo exp:Lorador apJ.icado en di-
·- .·· .... -·:.1 .- .-·>;· '.-;·.'. . • 

ferentes puntos. de J.a :. supex-ficie- epicárdica de :La cara anterior 

de:L ventrícuJ.~ ·::;i:_~qui¡;.rdo. c1:ej:i~o J.esionado) y en J.a porción su­

perior de ].a ·~J~~i:'.;~b·~¡·~rior del. ~::i~'o · ventrícuJ.o (tejido control). 

Los trazos'fueX:~ti tomados 30 min después de J.igar la rama des­

cen9ente ant'E>'l:''~'or·. de :La arteria coronaria izquierda y 5 min 

antes de extraer e~ corazón. Los signos eJ.ectrocardiográficos 

, que sirvieron para ca:Lificar cualitativamente el daño fueron -
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fundamentalmente; el desnivel, del segmento ST y la altcraci6n 

del complejo~~QRS,.;(1,2) ~ 

. ..Lªf;f§¡i~~~ii1Irt~~:f~~~;}~~~fl·,~~~~A~f;~~~;5f1( .. }:~.~j~~~,~8~1~~ial··· que 
se a1slo·::.s1gu1endo>el·[metodo .•. de•,Hag:i.:_hara•;mod:i.:f1cado.;,·por. naso-

:::~. ~=~~~:::~:~r~5 f~f~f !tB'f~~~~J~~;s¡fiITW~~~~·~···:: ::i::~-
ción de la preparacicSn';~d · 

los ·30 min, a las 4, al.~ 
la ligadura de la arte~':f ar1~ (1, 2). 

se hizo a 

después de 

. . .::,:<;_:.',:¡ ~-:\s'.~,;~.'.:'\;•::>º.: 
La preparaci6n mitócondr:ialt'estudió la ca~acidad de sín-.. .. -<. -' · ;:·:; ·,.,, __ ;{~~~-;.:~~2{Y:~~Y,~.:t~~~\.~-.;~: ~/ .. -' ·'. _,_ - . 

tesis del ATP, :incuband,oJ:ai:tPon:;¡:uno de los dos sustratos típ~ 
·~:· :. ,-,::· .. _,· ·-·;~~~-:~-~~;~;~;~.Jlt~~~~~~\~;rtl~!(~(~· ·:f. .. . . 

ces: el D,L-13-h:idrox:ibu:t . .irato":•o·el succ:inato. Con los datos 

ob'tenidos se ~ai';i;:JÍ';~J,:1i;f~t;!,~;t~i.*i:g~~~~.,;,~ del consumo de oxígeno, la 

::::i:: ·:~~~~#lf 11~.~~~::n::~c::::::::o:~o ~ic:::::i:: 
y adenina'•'de :-.·1·a~~fracc1on ... m1tocondr1al, antes y después de la 

. .. : ~-. ~-::J~ :,:!.;~~;~~;~:~~,~~:t~;~¡~-~l:~?~~:~~~}?s:~~---";-· · · 
determ:inac:ion~;de:L;'•iconsumo de oxígeno. También se determinó el 

contenido d·~~~í~~g",¡~~~~,;~~~'- otra parte, el esttidio involucr6 la 

observación ;co·fi;~_::;it;1J:m;Lcroscopio electr6nico de las preparaciones 

del tejido caid~~'c:'b'-'"i:anto de la zona control como de la a:Fect~ 
da por la isquemia y de las preparaciones mitocondriales de am 

bas zonas (1,2). 

Discusion -

En 1a fracción mitocondrial del tejido cardiado de la zona 
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cor.trol. 1a vcJ.ocidad ·de· consumo· de oxígeno fue· de 26 a 52 nátomos 

por Ji:ii:n por 'ºmg· de proteína con' cJ. 'a2:hi.cil'.-oxi.l:ll.ltir:at'o como' sustra-

:=::¡il~1lillí~ii~~~f "14~:11f~~~4~:!'!3i:{f °'::~:,::: ::~ 
J.os di3:luc_J._e0t:i(:l.c:i_s··\de}:;nicoti.námida":·y:>adenina en J.a fracci6n mito-

condri·~;:;-¡~~~~~~\~i~~~~~~~r~~~~f,?;~~;5~'50. a 6 .86 ~moJ.es por gramo de 

proteína~·,, o,¡Las·O{prepai;>acie>nés >mitocondriales recobradas a1 final 

de ias 1ef~t~~~;~c.u.:6~~~ri~as, presentaron una disminuci6n de 10 

a 15% _cie·i····;;,·pnte.nido de dinucJ.e6tidos con respecto a 1a concentr~ 

ci6n original., independientemente del. sustrato con eJ. que fueron 

incubadas (1,2). 

En J.as mitocondrias del. tejido cardiaco co:n :necrosis, la 

veJ.ocidad del consumo de oxígeno baj6 25% a J.as 8 horas de la 

isquemia y casi fue cero a J.as 12 horas de esta, en J.as incub~ 

cienes hechas en presencia del e-hidroxibutirato y, cosa notable, 

se conservó igual. a J.as preparadas deJ. tejido control. cuando e1 

sustrato fue e1 .succinato (2)~ La eficiencia de J.a f osforiJ.a-

ci6n oxidativa, ·juzgad~~p6~:~a-reJ.aci6n P/O, fue de 1.65 a J.os 
. ~ -.-~.;~~d,:-~~_:; ;..:· ~:· . 

30 min y baj6·,~~~,~~~~~ .. _ '' de 1as 12 horas de necr9_ 

sis, incubadas .. cio'ri"·Xa·c:..n-:i.droxibutir'ato. Lo mismo sucedió, aunque 

el. descens~.-f~~'.;f~~~!~l~1i~~~J~.~y:!.:·ció eJ. estudio se hizo incubando 

J.as mitocondriá.s .'én''.\'p:2es'énéia· de ·succinato. La diferencia en la 
~ - •'K'.· ~i':,;"':·-.-c~:~ -·':~-r_.,. .-' ':'-,-t~."-_. ," 

evo1uci6n:'de:Lc:;-a:°riibi6:'~ ·J.o~' val.Ores P/O con uno y sustrato, parece i!l 

dicar una ma:yo·:r. i;,;_bi.l:Í.aad ciei Sitio I de· la fosforiJ.aci6n oxide_ 

tiva en J.a cadena respiratoria, con respecto al. Sitio II. Las 
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preparaciones mitocondrial.es del.. tejido :i.squémico mostraron una 
-·-- --_- . ·-·- ---·· 

baja progresiv:a del. con~en1do ,·total. d.c l.os dinucl.&otidos de ni-
.<~,- ,-· :.e . 

~i~~~~;~::~:;~;~;~~illf~lf~l~~i;Íl;~::;~~:~~=~~~:~:~ 
perdida que era ·:cl.ar:amen:te\:;mayor ··.éi.~~·-éi_kique ocurría en l.as mi-

tocondrias d,eih'~-~~:-f*~J~~~~-f~~i;! ¡~ • 2) • . 

Las. cél.ul.~s5~~.?~i._acas . del. tejido control. mostraban abunda!l_ 

tes gránul.os ciiii\?li~66geno en J.os espacios int7rmiofibril.ares y 
' "\ 

sobre l.as .. miofibril.l.as • así como alrededor del. núcl.eo; l.as mio­

fibril.l.as estaban contraídas y no se apreciaba la banda I; l.as 

mitocondrias tenían variadas formas, eran del. tamafio del. sarc~ 

mero y ocupaban l.a mayor parte de los espacios interfibrilares 

y del.os espacios paranucleares, así como el espacio subyacente 

a la membrana plasmática; las crestas de estos organelos eran 

paralel.asºentre sí y ll.enaban el. espacio intramitocondrial, 

siendo escasa la matriz y moderadamente densa a l.os electrones. 

En las preparaciones de la fracción mitocondrial, l.as mitocon­

drias aisladas del tejido control, aparecían de corte circular 

todas e11as y con sus crestas muy compactas (2). 

A l.os 30 min de la oclusión arterial el aspecto del. tejido 

cardiaco a simple vista era casi normal, mientras que a J.as 12 

horas el. cambio era visible en todo el. espesor de la pared ca~ 

díaca: l.a necrosis aparente era transmural más que subepicárdica, 
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como ocurría en 1as· primeras horas. E1 porce~~aj~ de mitocon-

::~::. d:::::ª::.::~per:~~:~e=~t:::p:~::!:ZfJtt~~~~~<J.~r;t::t:::~ 
-~: •. ,.-· .. '~,::~;~ )'.·~·:.:~,.'~~:"" '~'.'.º ;._:: ·:.,·, z,w. );~0:t~f~-.~:':~;~:>;:~-~~~ "•\'•· . 

( 2) :;.· . " '\ ;:it;· .. _ >;;o: ' ' : . ' 
En ias prepaz;~6'f6*eos•· a{;_e.,•se esi::\iai'S:rC>ri ~'e{ tejido infartado. 

. . . ·•··,·.•. ·;J;~.::':~·,;f:\,r>:~'iX,f:i'/;~tf;~A~''é;'.~~· :' ... · :~· 
1as alterá.ciories'.'es:tructu~are.s.••no· aparecían progresivamente a -

io 1argo deo7.;~'.f;'.~:~" ·~i/'~~·~·· podían verse grandes cambios en un 

.. ::~::::~:~~~~~:t~E!~~:~:::::::::::::::=:::::=!:=:. ::::::::r 
tomada· a1 azar para es.te aná1isis; por esto en este tipo de es·­

tudios deberá observarse al microscopio un número mucho mayor de 

cortes para ~a1orar mejor 1os resultados. Los datos más frecue~ 

temente observados fueron: el ensanchamiento notab1e de 1os es-

pacios interfibrilares, 1a desaparición de 1os gránulos de gluc~ 

geno, el desgarramiento transversa1 y 1ongitudinal de las miof~ 

brillas, el ensanchamiento de los espacios intramitocondriales y 

J...a ruptura de las crestas, llegando a verse el espacio intramit~ 

condrial vacío o bie;.,. ocupa:do···.en parte por unas estructuras muy 

típicas formadas por restos ·de crestas agrupadas en haces rela­

tivamente muy denso.s .\i::·'ios e1ectrones. 

El conten~do_ del• :total de los dinucleótidos de nicotinamida 

y adenina de·:. la .. Pa~e·d .:·~~·l .v.entrículo izquierdo normal del perro 

fue :1. 007 ± ,;.ipG·. (promedio ·y error estándar) i>moles por gramo 

de tejido húmedo, valor que incluye .676 ± .050 de N.l\D, .276 ± .036 
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de NADH 2 .043 ± .0111 _de NADP y .032 ± .005 de NADPH 2 . Estas c.f. 
~·;~ ;.. •• • ·, > • 

fras se obtuv:i.eron ·en. muestras. ·de :corazones .. pbrfunciid.os por 1.as 
----;;_-~ -,.·,=_,_-,- - ·--- -- ~. _..:..:: 

arteriá·s;··:corona~i.as' .. cio:ri;·nic6tin~mida. o\ S~M:cn sol.uc:i.6n de Ringer, 

~nmedi~t:~IÍÍ~~~:~;r~~d~&¿~;::.:~ .. ~~.,~~'~ ,~¡r~'.~$~~~·~~1.·z~/.~c··· ··· 
. . 'º- « i: ·- _, <·~· - ' (,.,_-; '· •,; -~ , .. ,,.,, ·.,;. ~··,.' - \ 

.• :E:ri ~~i'.>";!íi'j:i.'2ló :control. de J.os ~-c~r. 'á~6ri\~;~: con. infarto 

tai·, i6s'_•·~~I"~~{~~':·á~i .total,. y de ·caa'~i)ÜT.~ d~ ·J..as cuatro 

estos di~iic:L~ótidos fueron simii;~~~~.:r<;I.. J.os del. corazón 

del. perro. 

experime!!_ 

formas de 

normal. 

EJ. contenido de nucJ.eótid.o~·· de. nicotinamída en J.a pared an-

terior y de Xa poste~ior, 
. . 

respectivamente, del. ventrícuJ.o izquie~ 

do; a J.os 30 min de J.a ocJ.usión, fueron semejantes entre sí e -

igual.es a J.os obtenidos en J.os corazones normal.es. A partir de 

J.a segunda hora de J.a ligadura se observó una disminución progr~ 

siva del. contenido de estos nucJ.e6tidos y a J.as cuatro horas J.a 

pérdida del. NAD y del. NADP, tanto en sus formas oxidadas como r~ 

ducidas, era de un 50%. A J.as 48 horas disminuyó 90% con reJ.a-

ción a J.os .val.ores de J.a zona control. ·( 3) • 

Se consideraron varias posibiJ.idades para explicar J.a dis-

minución de estas coenzimas en el. tejido con infarto: J.a sal.ida 

de J.as coenzimas al. torrente circuJ.atorio, su degradación .út ¿,..(.;V.L 

por aJ.guna actividad enzimática del. tejido o bien una deficien-

cia en su síntesis (3). 

Para estudiar 1.a primera posibiJ.idad, fue necesario determ.f. 

nar J.os val.ores del. NAD oxidado y del. NAD reducido en J.a sangre 

arterial. general. y en J.a sangre venosa deJ. seno coronario, donde 
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se supuzo af1uirían directame!'te ·.;Los .d:tnuc1eótidoo dc1 te.jido dañado 

durante ei ·• :i.;:.f'J.,r-t!c:J ;'·~? ~ricoT1tr6 d:i.f~renciú.cn'.ios ~ivei~s de ambas 

~~ j·é6i:i~~t;,-t;;;.¿Ié5i/'á'.;;:;fJAD:frfU~:;3 s ···± ,s .. r;;~~~~~~~~i~~~~:::~ 
rante. ei.-· 

µmo1es 

de NAD Du-

de 

nicotina~i~.ii: 
,:. 

coronario y 

en i.a .. sangre 'arter.:i.aÍ ··ios in:tciaJ.es. 

S:tn embargo, no se puede, ~7s!"'::'.;8;~~~t.;•;¡;·. {j¡~il~¡~i:Í.dad de que pud:teran 

haber saJ.:tdo aJ. torrente·: c:;:ir.cuJ.atorio~·:·en· ::.forma J.enta y en peque-

ñas cantidades no detectabJ.es por·· eJ. método utiJ.:tzado y que ésto, 

aunado.a J.a presencia de una NADasa en J.a sangre deJ. perro, sem~ 

jante a J.a descrita en otras' especies, pudo haber impedido J.a o!:!_ 

servaci6n de un aumento en eJ. contenido de NAD en J.a sangre deJ. 

seno coronario. 

AJ. estudiar J.a segunda posibiJ.idad, se demostró J.a presen­

cia de una actividad enzimática que degrada aJ. NAD, cuando se -

provoca J.a desorganización intraceJ.uJ.ar aJ. fragmentar e1 tejido 

cardiaco normaJ. con eJ. homogeneizador. Por otra parte, J.os da-

tos parecen indicar que J.a anoxia por sí soJ.a no es eJ. factor re~ 

ponsabJ.e de provocar J.a degradación de 1as coen·zimas, ya que en 

fragmentos .de tejido cardiaco norma1 incubados por 45 6 60 min 

a 37°C, en J.os que existe anoxia.tisuJ.ar no disminuyó eJ. conte­

nido de NAD como sucedió durari¡~;~ia .hor.1ogeneización. 

En e1 tejido cardiaco de J. :-:,.~;;~.ii:g\J.J.o izquierdo con dos horas de 

isquemia, encontramos que· ··~o ··:s6J..o · eJ. contenido de HAD fue menor 

que en eJ. tejido· normaJ., sino que hubo un aumento equ.ivalcnte de 
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nicotinamid.::. •.. <Todavía ·más. cuan.do, 1os ·fragmentos 'ce ,·este .. tejido 
ij, .• ~ ,, ; ' ':.' '. 

infartacdo ;;e;"f'i~§uba:'r"oric:C;.. .i'a:s ~.Tni.smas. ·. condi~io~;es.c.Lue·:iC>s;; de.1 té-. 

js.d~ .ri<>f.m~i:sr¡~±~ .~gh~:~ili:á6~ ~x;,')1.' de Pº~: ~í:· ~::~~~1r\~i.~:~.~~1:E~~.f~.>d. ~:~~r.;A~~Y6 ::• p:~::~~~~~~,~::~::::~~±:: ::::~~::t~~~~y~ierite'' • ~fü~Órc 
ga,.;izar. 1-~~:~;;mp~~t:i:m:ientos respect±vos ae/i~~;l~-nzima :.~f::~.A.~ ,' 
~~op~cie. 1a a2C::i:ón de· 1a enzima so~re ~J. · din~~·:{~~~~~:~~'.{(1:13· ~ 

En .J.a suspensión hornogene:i:zada de-corazón n6rr:ial;>·1a ve1o­

cidad d"7 degradación de1 NAD agregado a.esta suspensión> fue s~ 

mejante a 1a ve1ocidad de degradación del NAD contenido en la 

propia preparación; la cual sugiere que la mayor parte del NAD 

intracelular se halla en forma libre, puesto que el NAD unido a 

proteínas es hidrolizado más lentamente por l~ enzima (4). 

más, la cantidad degradada de NAD, fue equivalente a la cantidad 

formada de ni·c.otinarnida; dado que la re1ación del. NAD. dcsaparecª'­

do, medido con la deshidrogenasa J.áctica, y 1a nicotinamida for­

mada, medida col.orimétricamente, fue de 1. 

La actividad enziniáti.ca que catal.iza J.a degradación del NAD 

fue inhibida 

dor se 

mmo1es 

En el 

como 

tota~mente por 1a niéot~~amida, cuando este inhibi-

de 4.5 

·a:i.áco normal 1a actividad NADasa, expresada 

~g~/~·eosaparecido en 15 minu't~s por gramo de 

tejido, osci16,Y~~t.~:~t 7, 3 y 13. 4 y en tejido cardiaco isquémico 

1os val.ores. f~~~bJ'l·'· semejantes (4). 

EJ. pH óptimo de esta actividad enzimática en preparaciones 
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homogeneizada de tejido··cardiaco normal. de perro, se· encontr6 en 

una zona c~tr.~ 6 ~ 2 y ;7 ._r; .~u~ndC). ,el. sustrato fue NAD. Cuando se 

usó como-su~tr'at.;; ::NAD:, ,NADP::c:>';~!1Ú,: :siempre se J.iberó una canti­

dad de nicot.i:ti~tri:Í.a~~CJ.ti{~aJ.~ri~~:¡iJ.nucJ.eótido degradado, 10 que 

permit~6. considerar !~~ es-i:'a: acti~idad ·enzimática como una NAD -

gJ.icohidroJ..asa específi.;;a, qU:~ actúa sobre e1 enJ.ace N:....e-gJ.ico­

sídico que· une J.a nicotinamida a 1a ribosa, tanto en 1os dinu­

c1eótidos como en e1 mononucJ.éotido. 

Los val.ores de 1"7 Km para el. NADP y e1 NAD fueron 46 a 56 

y 67 a 71 ~M, respectivamente, en cambio para e1 NMN J.a Km fue 

de 120 a 135 ~M (5). 

La nicotinamida y J..a hidrazida del. ácido nicotínico actu~ 

ron como inhibidores no competitivos y J..os val.ores de J.a KI fu~ 

ron de 1.2 a 1.6 mM y de _0.24 mM a 0.25 mH, respectivamente, con 

NAD como sustrato. Cuando se incubaron 1as preparaciones en pr~ 

sencia de EDTA o bien de AMP, inhibidores característicos de J.a 

pirofosfatasa, no hubo inhibici6n y por e1 contrario, en e1 caso 

de1 AHP, se activó J..a degradaci6n de1 NAD (5). 

La actividad NAD g1icohidroJ.asa de 1a suspensión homogenei­

zada del. corazón de1 perro cal.entada primero a 50°C durante 15 

min y medida después a 37°C, fue semejante a J.a de otra muestra 

de J.a misma preparación mantenida a 4°C y medida después a 37°C 

lo que demostró que el. caJ.entamiento modifica reversibJ.emente a 

1a enzima. 

La energía de activación caJ.cuJ.ada de una gráfica de Arrhenius, 

entre 10 y 50°C fue de 10 kca1 (42kJ) por mol.. La gr~fica no 
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presentó infJ.exiones . q~_e pudi.eran i;;ignifiC:ar. ia .presencia de 

·:::~:: :n:~:f ~~~¡~~1t~lil~~~;~1i~~~Jl~~~~f ;j;~;~,:¿ :;• ~a .• 
E1 fracciona.Jriientogsub.ce.1u.J.ar..·:.,d.é'J1a··· spens.iónithomogene~ 

zada deJ. cor~;~~~**~~~~~~rs~~~1t1~~~$;. ;~}g~1~~~~~~±~~i}f ~os 
permitió demostrar,",t:1os\::.mayores {P. ~:;i': .. en 

·- ,• -.>!"l,;:~>-.,-~.;'¿r~~;;:::'.· ' »:~ ,:~~.,.,·:~·,.,, "'- . --: ... <--T~,..;, ~~.;::,.,-,-..:. 

dos fracciones.:]:/• i~ 'm::i1:o:conaB~.·~f·r.1;!Jf 
dirnentada a 1 7 °'?:Ó; ?Cg e 4 4 % ) • La.~r1~'.; ndr:i.aiO:tuvo una 

actividad específica de 38 ·y· :La< f~acc ";'·'·1~'LJ~B::r·~g ··de 515 

nmoJ.es de NAD degradado por 15 rii~*~~r,~H;~~!~~E;; proteína < s > • 
Los estudios de microscop'ía :·: eJ.ectrónica de J.a fracción 

17000 xg mostraron un materiaJ. vesicuJ.ar homogéneo sin contamin~ 

ción aparente con restos mitocondri-a.J.es o con mitocondrias 

enteras; 

En J.os estudi~s de J.as enzimas marcadoras se encontró que 

J.as actividades específicas de 1a ATPasa dependiente de Na+ y 

-K+, de ·ia ATPasa Na+ -K+ -Mg++ y de J.a fosfatasa ácida, res­

pect;i.vamente, eran mayores en J.a fracción de 17000 xe que en e:!.. c.i. 

toso1, en J.a fracci6n mitocondriaJ. o en J.a microsoma1 de 105000 

xg; 1o que permitió consi.derar que J.a fracción de 1 7 O O O xg tenía 

un aJ.to conte~:i:cic,>r.ií_.;:;·:;membranas pJ.asmáticas, ya que J.a ATPasa -
. .-:·-

dependiente de N.a4- .,Y ·K+ se considera pecuJ.iar de esta estructu-

ra ceJ.u1ar (6). 

Para diJ.ucidar si J.a actividad de NADasa presente en J.a -

fracción mitocondriaJ. era propia de J.as mitocondrias o se trataba 
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de una contaminB:ci6i:i:, se ar:iai:i.z6. 1a · preparac_i6n a través de 

un gradiente>~iscontinuo :de.;sacar-osa .. y se. _Ób:tuv:i.eron ·cuatro 

::::::~ri:Jm;~~í~j!~~!~~t!Ei~: ;: :s::b:c;zJ,;:~~f r:~t0::ª V: 
sícu1as semejantes-, a ~as· obtenidas en _ 1a.,.fracci6J"l _ microsomal. 

de 1 7 O O O- xg. y . {~,~:~'~;~~-~-"~~ -~ ~~contr6 31ac' .:·o;Tn• ,~ªt~;;,e:·~~n;}í;·~;a~?.;cú::~~n·,~~tvc~>a·-m~.aednteesmp:tc oícf _ºi!l 
ca de NADasa CF:i.g';.~;1:)~: <-'La banda - - -

buen ~~~~~~~,Y -tuvo ia'. menor·, :¿·;f:I:ad específica de drias en 

NADasa y l.a ma)ro'i::'\de 'citocromo oxidas.,;:. (Fig. 2).' Estos ha11a~ 

gos nos permit":i~~on .:Ooncl.uir que en l.a suspensión homogeneiz~ 

da del. tejido cardiaco del. perro l.iberada de l.a fracci6n nucl.ear, 

J.a actividad NADasa se J.oca1iza en una fracción membranosa mi-

crosomal.; sin embargo, no podemos exc1uir que esta fracción m~ 

' crosomal., constituida en su mayor parte por membrana pl.asmática, 

no esté contaminada con retícul.o sarcopl.asmático. 

Recientemente hemos iniciado el. estudio de l.a actividad 

NADasa en l.a sangre humana (B), para poder val.orar l.a partic~ 

pación que pudiera tener esta actividad en l.a· degradación del. 

NAD del. tejido cardiaco isquémico, pues es sabido que durante 

1a necrosis ·d'cur.re extravasación de al.gunos componentes sangu~ 

neos al. miocardio dañado. 

CON.CLUSION ·· 
' ;~ "',- - ' 

La_:NADasa del. tejido cardíaco normal. y del. isquémico tienen 

l.a ~ismá·actividad específica. La ruptura de l.a integridad c~ 

l.uJ.ar por medios mecánicos provoca l.a degradaci6n total. del. NAD 
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' ., 
cel.ul.ar por ac.ción:· de l.a NADasa. En el. tejido isquémic"o ·hay 

desorganizac.i6n ccl.ul.ar: Y ... -~i.s]l\i~uy~ 1-~ conceJ:i1:f;,ié:,:Í:6}1'~é:.NAD,. 

~º que p~obabl.e~~~;~-;-~~,~:~J.~:t~~~'.,;;~f~f::1~3~f~~r·~ffi.f.T{~~t~~~,~~~'i_cip'en 
l.as dcsh:i.drogenas·as7':.depend:i.entes·:··de · :::.·como·¡iJfue .. 'el..-.caso de J.a 

. ,.. . .. .•.. ·. :·.~-\~)C':~;.~5'·~~~~$'¡;i$~~f;~·~~g~·,'.~t~~!;:ttifiiZ{':i;JJi,J~ . . .-~~@f+;f~~~1:~:(,:T·~~-.~· )·::;. .. 
13-h:i.drox:i.butira:to;~,desh:i.dr,o'gei::iasa;'.'Y:~:conse.c.uentement_e ~ l.os pro-

, :- ~<~;-·.: ;:,~;).:.{~ ~h~~\;_~,~~~L~~~~~}~~ .. ~-;~:::~'.ttf?:·§~~.,~i~~;~;~~%~:t4~1~11{:~~%\:f:~~rr~;?r. :· · ·-- ---
ces os de fosfori1ac:i"i.6n·,:cixi.dá.i:iva;. C:ioricioiriitantes. Estos hechos 

/-"_:";-.::;¡: .. ,:_'. ~~.-,·--r::":~r-~;:':~'".:-:'12-'': -· e_¡,-;.-.-,~~:-;. - •t.j/ :~\~-~ :<.>> ~--=~'~ :,.· ~-·;. 

ponen de mari.ifie"s:t:o':_~j_:>c{r:~;pr:imera vez·_.l.a pa'.rticipaci6n de l.a enzi 
.·:·~; : '· . . . -

ma NADasa eri 1a'pi3:t6i6g:S:a bi6qu:'Í.~Í.c~ deJ. infarto experimental. 

del. miocardio. 



SUMMARY: 

Cardiac _ infarcts. were :prodüccd i:J'l -¿¿gs ·:by :1igature of the 

::::r:::ª ª::c:::t:: ;~;ir;~¡i~\l}Jl~~¡~ª~{;~:::i:.::::::: 
1/2. 2. 4. 8, 12 ·a::nc'i'~·'4 a:. 'hours7af.ter;:;;:arter:i:a'l.:· ion·. Hitochondria 

. ._.. ·~·:-':.: _ : ; .~.i:r\" .. ~:--:'.~.;?·~·:ti.~~;i~~-t;0'?i._. :·r:l·r;~ .J> .. , 
from the infarcte~_t,7s1~~.~;~:D.\:~Z ::,¡;:;r:Jtz~·'/:the .P/O ratio and 

low oxygen consumtion .w1th·~D.~·.L'~ ,::::; y Pº':C- . _u,t_.rr:'.ate, ~1hereas incuba~ 
. .· . .· ,' .. ,)" ~, ·. : ~,;:·- ~-:~~:.~ .. ~s'.~~·;~{~~~;i~~~f~l~~~~~~~~i~~:~-~~{t,'.:~f·~1:~:~~1·::_ ~/-: .. 

ed with succinate•t}le.o~ygen\:consum tio_~···•C>Ccu.rred at norma1 rate 

but w~:: :v:::g:/~··.··~-ª:!~f~~~aei\i>,ei¡rii,.c'otinamide nuc1eotides in 
~ ·~" 

the damaged tis~\l.~:· d~cre.;,;_s~cl · 'r~ina±k~bly after the arterial occl:!::!_ 

sien. However'. ~-h~ 6or1c•;mtratio;,,_ of NAD and 

after occlus:io·ñ~;was the same in · the coronary 
' - :-·;. ~~-~---

NADH 2 

sinus 

befare and 

blood. The 

ultrastructürai··aamages observed in cardiac ce11 were dilation 

of intermyofibri11ar spaces, disappearance of g1ycogen granule_s, 

rupture of-myofibrils, mitochondrial swe11ing with disorganiza-

tion and fragmentation of the¡;-?cristae, 1ost of their granules 

and appearance of bundl;;,s_ ?f".j,*:f_i,'stae. 

NAD was rapid1y';.1Í.yd~-~j__;-iedé-with the formation of stoichiom~ 
-,---~~~---.. /~:'..~t~;!;l~.·s~~~I(;f4:_t(.:y;:;.· 

trie amounts · of ,-ríicot·inaii\i-dé·;.when the normal cardiac tissue was 

mechanica11y d~,~~~p~-~~;{~;.~;ij~~otinamide comp1ete1y inhibited NAD 

degradation_. - <-.n·>::~··, " · ,;·.: ... 
The ac:t.i.,:,.;,i:ion energy óf NAD g1ycohydrolase of homogenized 

suspension_s bf the normal dog heart was 1 O J<ca1 mo1 - 1 in the 

range 10 to 50°. The Km values were 70 µM for NAD, 50 µM for 
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NADP and 130 µM for NMN. 

The NADase_arü?e<;l:red to.:bé.J.c>ca1i~ed•·.mainiy in the membranous 

fractions ... The;.17~~ O oX:~'. fract±on. showed •. the greatest spec:i:fic ac 
. . . .·· .. ; ..• :+, .. ; ... ""'•<, -••.... :º •. - :·- ... :-... ' . ' - '. ,_ + . -

t:Lv i ti es: of .. •.Na '':;:-K"'."7ATJ?asa; :.acid,· phosphatasc and }(.,.activa ted phos-

pha~ase, i·~,~~~~J~tl~{:~;~$;;~~i~;.fsF··prok?rtio~ · of pJ.asmatic membranes. 

During ·the ... "infa:i:::,c.t:i:on :process the structura1 disorganization de­
.:.:·.~···.:·:~:'.;~f;:';}~;~:j~; .. *)¿:~·-:;::_;:_:'.:i·.:· -: .·'_: ·. -

termines;·.the;;'.condit:i:on for a cJ.oser reJ.ation betweein the NADase 
·._·:_~> ·;:: .. -·.;_:·· :~,:~'.;:-;,·.<::~.<-·<::\:'··> --

which' isi•:J.'oca1:i:zed in the membrane and the NAD distributed mainJ.y 
·-'~--.: 

in the cytosoi. 



ll•·1•tU"• .. I huno 7"ur. AM•.•urA,., .Jnt· ...... ..,,. nr l'11T•IOIA10"T 
,·.,t. 211, Xo. J,.Ju1y, J"1:1G 

J'ro,.fr¿ ,¡,. U.X.A. 

Mi tochondrial biochemical ch.auges and· 
solution in cardiac infarct1 gl ucose-KCl-insulin 

EDMUNDO CALVA, ADELA MÚJICA, ROSARIO NÚÑEZ 
KAZUKO AOKI, ABDO BISTENI, AND 
DEMETRIO SODI-J>ALLARES 
Dt"jJaTlments oj JJioc/1emistry and Eleetrocard1°ograj1/zy., Instituto 
]\lacional Je Cardiologfa, Mlxico, D.F . ., Mlxiºco 

CALVA, EoMUNoo, ADELA MúJ1cA, ROSAR.JO NuÑEZ, K..Az­
uKo AoKJ, Anoo BtsTENJ., AND DEME.TJUO Soo1-PALLARE.5. 
MitochonJrial b1°ochemical changes oncl glucose-KCl-insulin solution 
in cordiae in/arel: Am. J. Physiol. :zi1(1): 7146. 1966.­
Cardiac infarcts wcrc produccd in dogs by ligaturc oí thc an­
terior dac.cnding coronary a_rtcry and followcd by clcctro­
cardiographic rccords. Anirnals wcrc sacrificcd ~. 4, 8., and 
12 hr alter thc arlcrial occlusion: Onc group reccivcd glucosc 
solution and anothcr polarizing solution (glucosc-KCl-in­
sulin). Mitochondria prcparcd from normal and infarctcd 
tissuc Vo1crc incubatcd with succinatc or .B-hydroxybutyratc. 
Oxygcn consumption was measurcd manomctricalty. P/0 
ratio by phosphatc uptakc, nicot.inamidc adcninc nuclcotidcs 
ftuoromctrically, and potauium by flamc photomcny. Jn 
dogs rccciving glucosc solution a decreasc in thc P/0 ratio 
appcarcd carly íollowcd by a Joss oí potassiu:m and nic.otina­
niidc nuclcotidcs; a low oxygcn consumption with tJ-hydroxy­
butyratc was dctcctcd. whercas succinatc ""-'as oxidizcd at a 
normal ratc; mitochondria casily Jost thcir nicotinainidc 
nuclcotidcs during incubation. 'Thcrcforc, infarcted tissuc 
:mitoc.hondria appcar to havc a dcfcct in-thc phosphorylativc 
rcactions fotlowcd by a blockagc of t:hc rcspiratory chain. A 
protcctivc action oí thc polariz.ing solution against alJ "thcse 
changcs ""·as cvidcnt cxccpl far thc nuclcotidc contcnt, ""'•herc 
its cffcct •was minor. 

mitochondria; sarcosomes; hcart; myocaTdial infarction; oxy­
gcn consumption; :manomct.ric mcthod; .B-hydroxybut")-ratc; 
succinalc; P/0 ratio; nicotinamidc adcninc nuclcotidcs; -mito­
chondrial potassium; dogs; coronary artcry occlusion; clcc.tro­
caTdiograrn 

IN A PREv1ous PAPER. (2) -wc rcportcd t.hat mltochondria 
from cardiac tissuc prcparcd 12 hr aftcr occlusion of thc 
anterior dcsccnding coronary artcry sho"\o\.·cd no oxidative 
phosphorylation -vvhcn thc dogs had rcccivcd glucose 
solution> whcreas thosc isolated fron.'l dogs trcatcd with 
upolarizing solutionn n"'laintaincd t.hcir valucs ""•ithin 

Rc:-cdvcd for publication :20 Deccmbcr 
1 This rcsc.arch """as posrt.ially supportcd 

Strcct Jc=-nkins Foundation (Mbc.ico). 

"'-1965. 
by a grnnt from 1'.!ary 
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norn'lal rangc. Earlicr, Sodi-Pallarcs et al. (8) had dc­
scribcd a loss of intraccllular potassium, and Govicr (4) 
a brcakdown of cocnzyrnc I in infarctcd 111yocardial 
tissuc. In addition> Gamblc (3) has suggcstcd an intcr­
dcpcndcncc bc:twccn oxidativc phosphorylation and 
potassium rctcntion. 

Thc prcscnt work -was undcrtakcn to.cxtcnd our prcvi­
ous obscrvations to mitochondria isolatcd at diffcrcnt 
times aftcr t.hc oc.clusion of thc artcry. Mcasurcments of 
total nicotinamidc adcninc nuclcotidcs and potassium 
in mitochondria are includcd to discuss thcir relation 
-vvith oxidativc phosphorylation rcactions, in an attcmpt 
to undcrstand thc protcctive action of thc polarizing 
solution. 

MA'TE.RlALS _ANO ME"THODS 

..Animals 

Thc "handling of thc dogs and thc surgical tcchniquc 
"Wcrc similar to thosc dcscribcd prcviously, exc.t;:pt that 
the int.ravcnous solution v..-as startcd at thc time of t.hc 
arterial occlusion and not 3 hr carlicr (2). Twcnty-two 
animals rcccivcd 109"0 glucosc solution (untrcatcd in­
farctcd dogs) and t'Wcn~-four more (t.rcatcd infarctcd 
dogs) rcccived the polarizing solut.ion {potas.siurn 
chloridc 40 mmolcs and insulin 20 U/litcr in 10% glu­
cose solution). Thc animals in thcsc series wcre sacri­
ficcd ~~ .. 4, 8, and 1!2 hr z.ftcr thc total oc.clusion of the 
anterior dcsccnding coronary art~ry. Ninc nonirúarctcd> 
sham-opcratcd dogs v.·crc maintained for 3 hr and rc­
ccived cithcr onc of thc t.""'º solutions. Finally, 14 dogs 
sacrificcd by clectric shock scrvcd as noninfarctcd con­
t.rols (so1nc of thc infarctcd dogs ""ere prcparcd by Dr. 
D. Ariza). 

E/cctrocaráiographic Tracings 

Unipolar tracings wcrc takcn 30 min aftcr thc ligaturc 
of thc artcry and shortly bcforc cxcising thc hcart frorn 
the animal (2). Rccords """ere obtained also frorn thc 
sha1n-operatcd group at th~ bcgining and at t.hc end of 

/ 



TAULE 1 .. ~P/O Talios wit/1 f!J-1,yJroxybul.)lral~ as a substralr 

Eleclro-

1 
Sh•m O¡>e>t•1rd 

Cu1cd 
Untrc•lcd Ttc•tcd ,.. 

Untror•IC'd 

• 
Control m;yocardial tissu's : -

• =cij1 ~,I: (t~iTii~l/ -.~;i!~ 
-=c~j~: · I 2~i~~- r 

2.47 2.42 2.40 

1 
1.92 

::l::o.15 ::l::o.40 ';l::O.JO :l::o.31 
(14) (4) (5) (4) 

:1::::~~ 1 :!:::~; 1-' ~~:;; .1 
(6) (3) ' . (8) -: 

2.01 1 
::l::o.17,· 

(4) . '· 

1 

J.65 
::1::0.46 

(5) 

VaJuca are 111eans :!::; s~, with nu1nbcr of" doga in pnrcnthcacs. 

thc surgical handling (two dogs which showcd no clcctro­
cardiographic cvidcncc ofinfarct 30 min aftcr thc arterial 
occlusion wcrc not includcd). 

Mitocl1ontlrial Preporations 

Hcart mitochondria wcrc isolatcd as dcscribcd bcforc 
(2) cxccpt that thc cxtraction mcdium containcd 2 mM 

adcnosinc triphosphatc (ATP). With thc addition of 
this nuclcotidc wc obtaincd wcll-íormcd pcllcts in all our 
prcparations evcn in thosc írom untreatcd iníarctcd 
animals (2). 

O;citlative P/10.sphorylalion 

Oxygcn consumption was 1nca~urcd mano1netrically 
in 15-ml '\Varburg vcsscls with air as thc gas phasc. 
After 10 min at 30 e the rcaction was initiatcd by tipping 
in the phosphatc trap from t.hc sidc arm. For inorganic 
phosphatc detcrrnination (s) portions oí 1 .o inl of thc 
rcaction mixture from Y:wo similarly prcparcd flasks 
wcre transfcrrcd to test tubcs containing 0.32 ml 21.3 3 
trichloroacctic acid: onc just after the initial cquilibraw-: 
tion pcriod, and ene at thc cnd of thc 20-min mano­
mctric rcading. The transfcr and the mixing of thc 
samplcs 'Wcrc acco1nplishcd in cxactly 30 scc. Supcr­
natants :fluids werc obtained aftcr centrifugation at 
5,000 g for 5 min at o C. ATP forn1ation was assumed 
to be cqual to thc dccrcase in inorganic phosphatc. 

Thc phosphorylation 1nedium v.•as arrangcd as follov.•s 
to bavc final 1nolaritics si1nilar to thosc uscd (2) in thc 
polarographic mcthod: 284 mM D-rnannitol, 95 m).t 
sucrosc, 25 mM tris buffer (t.ris(hydroxymct.hyl)amino 
mcthanc) (Sigma Chcmical Co. 7~) and 12.6 mM KCI. 
For convcnicncc, NaH 2P0 4 and MgS0 4 v..·crc changcd 
t.o J 7.3 and '2.6 rnM. rcspcctivcly. and thc v..·hole mixture 
adjustcd to pH 7.2 at room tcmpcraturc. 

Thc main con1partrncnt oí thc flasks contained: 2.3 rnl 
of thc phosphorylation 1ncdium, 0.5 ml rnitochondrial 
suspcnsion v.rith 4-12 n1g protcin, a~d o."1 in] 0.2 M DL-

13-hydrox)!butyratc (Sigrna Chcn1ical· Co.) or succinatc 
(Eastman) at pH 7.0. In t.hc sidc arm 0.'2 inl of thc phos­
phatc trap was placed: '250 JTIM glucosc, 7.5 tnM adenosine 

1 ''99., :::i:o.21 
(4) 

'o 

• Time (hr) aítcr Hgation oí thc dcaccnding coronary .nrtcry. 

diphosphatc (ADP) and 150 units hcxokinasc (Sigma 
Chc1nical Co.) adjustcd to pH 6.8 at room tcmpcrature. 

Mitocl1ondri·a1 Total Nicotinami·de .A.denine ATucleotitles2 

Total nicotina1nidc adcnine nucleotidcs (NAN), i.e., 
NAD, NADH, NADP, and NADPH -wcrc dctcnnincd 
with an Aminco spcctrophotofluoromc:ter by thc mcthod 
of Lowry et al. (6). Thc: cxtTaction of the nucleotides 
from rnitochondria was carricd out by heating a 0.25-ml 

sa1npJc of thc original mitochondrial prcparation al 85 e 
for 5 min in 1.0 nll 50 JTIJ.l tris, pH 8.2. The mixture was 
thcn quickJy coolcd and ccntriíugcd at 8,ooo g fer 10 

min at o C. Portions o( 0.09 ml of the supcrnatant ma­
terial wcre takcn for analysis and thc rcduccd nuclcotidc 
forrns oxidizcd v..•hh hydrogcn pcroxidc. Rcadings cor­
rcctcd wit.h a suitable blank wcrc rcJ"crrc:d to samplcs 
containing 1, 2, and 3 mµmolcs NAD (Sigma Chemical 
Co.), respcctivcly. 

In sorne cxperimcnts thc nucleotidc contcnt of the 
mitochondria was mca.surcd aftcr thc initial equilibra­
tion pcriod and at the end of thc 20-min manomctric 
rcading. Thc rcaction mixture from t.hc Warburg vcs­
scls v..·as ccntrifugcd at. 8,ooo g for 10 min at o C, and 
thc mitochondrial pcllet rcsuspcnded in 0.4 ml mannitol 
sucrosc cxtraction mcdium. 

Polassium in A.fitocbondri"o 

Potassium '"'as detennincd by flamc photomctry after 
digcstion of 0.5 ntl of t.he original rnitochondrial prcpa­
ration with t.o rnl 1: 10 HNO.a and 0.2 ml J :2 HClO,. 
Thc palc ycllow digcst was quantitativcly transferrcd 
to a voJumctric tubc containing 0.040 rnl 5.000 g lithium/ 
liter (LiNOa,· J\.1a1linckrodt), and thc volumc was com­
plctcd to 2 n1l with gJass doublc-distilled water. Blanks 
v.•crc prcparcd v..·ith cxtraction 111cdium and thc rcad­
ings carricd out. in a Baird flan1e photomctcr by thc in­
terna! standard mcthod against. 0.4 mM KCI (lvlallinck­
rodt). 

2 Dr. 'Villi:i.m Cicplinsl.:.i collaboratcd in thcsc studics and prc­
scntcd part oí thcm clsewhcrc {'Tesis Profesional Univ. Nac. Aut. 
Méx. Fac. Mcd .• 1 965). 
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"J"AULE 2. J'/0 rotio.s wit/1 .surci11;,t, as a .su/Jstrate 

UnltC"atcd.~ 1 . ,Ttralc-d'.:~. 

Footnotc aa1nc a• T11blc 1. 

Pr~tein De19rminatlon 

Protcin was mcasurcd by thc F9lin-Ciocaltcu mcthod 
(7) using crystallizcd bovinc plasma albumin (Annour) 
as a rcfcrcncc. A portien or 0.1 ml original rnitochondrial 
prcparation was solubitizcd with 0.1 lTll 10% sodium 
dcoxycholatc and thc volu1nc completed to 3.0 rnl with 
water. ·· 

RESULTS 

Oxiáative P:J1osphorylation 

Control lissue. Mitochondrial preparations from ncarby 
cont.r0l arcas of tbe left ventricular musclé of untrcated 
dogs sacrificcd at diffcrcnt times aftcr arterial occlusion 
showcd mean valucs for P/0 ratios of cach group to be 
from 1 .92 to 2.41 with P-hydroxybutyratc (Table 1) 
and from 2.16 to 2.38 with succinatc (Table 2) as sub­
stratc. Thcse valucs did not diffcr significantly (Studcnt­
Fishcr 1 test) from cach othcr or from thosc obtained 
-with dogs clectrocutcd or sham opcratcd. Likcwisc, no 
diffcrcncc was noted ,,•ith thc mitochondria from control 
arcas of the group of treatcd infarctcd dogs. 

InfarcUd tissue. A dccrcasc in thc P/O ratios of mito­
chondria from infarcted arcas of untrcatcd dogs v.rith 
cach one of the two substratcs "Was observcd as carly as 
30 min aftcr thc arterial occlusion. In thc later samplcs 
thc ratios continued to dccrcase progrcssivcly ~·hen 
thcy wcrc cstiinatcd -with P-hydroxybutyratc as a sub­
stratc (Table 1), v1.•hereas ,,·ith succinatc (Table 2) thosc 
prcparations fro1n thc 4th and thc Sth hr showcd values 
similar to thc onc:s observcd at 30 min. Phosphorylation 
""as not dctected in t.hc 12-hr sample ·when P-hydroxy­
butyratc ...-..·as in the incubation 1nixturc, '\vhcrcas lo"· 
'"a]ucs ...-..·ere obtained "'hcn ~uccinatc ...-..·as the substrate 
addcd. Jnsofar as the rcsults "·ith thc polarizing solution 
are conccrncd, P/O ratios ""ith n1itochondria fro1n in­
farctcd tissue of treatc:d dogs werc highcr than t.hosc 
obtaincd "·ith 1nitochondria from infarctc:d tissuc of 

• tn1trcated dogs, irrcspcctivc of the subst'?atc prcscnt in 
thc incubation 1nixturc; thcsc difrcrcnccs wcre particu­

. larly rc1narkablc at 12 hr (Tables 1 and 2). 

----- ~'.:.2:co:~ '_' 

2.17 :a.33 2.10 

.1 
2.31 

:!:o.og ::!::o.os :!:0.10 ::!:::0.03 
(4) (7) (5). (7) 

2.13 2.19 1.61 I; 1.89 
:!:0.05 ::l:o.12 :!:0.28 :i:o.28 

(4) (4) (3) (2) 

Oxygcn Consumption Rate 

Control tissUe. ln all thc cxpcrimcnts 1nitochondria 
consumcd more o.xygcn (rnµatoms/n1in pcr mg protcin) 
with succinatc as an cxogcnous substratc than with 
.B-hydroxybutyrátc. Valucs for thc control rnitochondria 
of thc various groups of dogs did not changc signUi­
cantly with cithcr typc of intravcnous solution, with the 
surgical handling, or the mcthod uscd to sacrificc the 
animals. 

Infarcteá tissue. 1'.1itochondria of thc infarcted arca 
incubated with J3-hydroxybutyratc, both from t.rcatcd 
and untrcatcd dogs, showed a similar low oxygcn con­
sumption ratc at 4 and at 8 hr, but after 12 hr mito­
chondria from animals which reccivcd thc polarizing 
scllution remained as high as thc 8-hr samplcs, whcrcas 
thosc from untrcatcd dogs did not consume oxygcn. 

With succinate thc n1itochondria of thc infarctc:d 
arca did not show a fall in thc oxygcn consumption 
ratc at any time regardlcss of the solution injected into 
the animal. 

Contcnt of JV'A.Jit in MitochonJria aná Their Loss 
During lncubation 

Control tissue. Hcart rnitochondria frcshly prcpared 
from untrcatcd dogs showed a N.AN content from 5.50 
to 6.86 µmo]cs/g protcin. Similar values werc dctcr-
111incd in sarcosomes from cither trcated, sham-opcrated, 
or electrocutcd dogs. (Table 3). On the other hand, al­
though this initial Jcvcl dccrcasc:d somc...-..·hat during thc 
manomet.ric measure1ncnts, the treat1ncnt of thc animals 
with the po]arizing solution sccmcd to protcct thc mito­
chondria against such Josscs (Table 4). 
· Jnfarcted tissue. A low contcnt of NAN , . ...-as obscrvcd 
follo'""'Íng thc 4th hr in mitochondria from infarctcd 
untrcatcd dogs, latcr bcconi.ing still Jo·wer. ln contrast, 
the NAN contcnt of initochondria from infarctc:d trcatcd 
dogs did not dccrcasc as much, although a significant 
diffcrcncc ~~as. ob~crvcd "•it.h thc control va]ucs at 8 
and at 12 hr (Table 3). 1'1itochondria from infarctcd 
tissue scc1ncd to lose a grcatcr pcrccntagc of the initial 
amount of NAN during incubation than thosc prcparc:d 
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TABLE 4. Voriati,;ns in .tlu .Jevel of nicotinamitle odenine tiucleotitles· iti miioc/1ontlria from control 11·ssue 

Untrcalcd Dosa• Trcatc-d J>oga• 

K 4 a .. , 
K 4 • u 

Jnhial contcnt 6.30 6.79 5.86 7.51 5.34 6.54 7.ofi 6.99 
( .. ). (5) (3) (4) (1) (8) (3) (3) 

\Yith JJ·hydroxybutyratcf 
Aítcr cquilibration 3·8+ ¿ 5·99 5 .. 11 7.18 6.oo 5-911 7.72 6.78 

("') (4) (3) (3) (1) (6) (3) (3) 
Aftcr jncubation ... g6 5.23 ·4.83 6.16 4 .. 95• 5.ofi 7.27 6.25 

("') (5) (3) (4) (1) . (8) (3) (•) 

\"Y'ith succinatcf 
Aft.cr equilibrar.ion 5.g8 6.a3 4.99 7.35 5.68 6.39 - 6.05 6.!;6 

(1) (5) (3) ("') (1) (5) (1) (3) 
Aftcr-incubation 6.39 5.42 4.94 5.93 5·32 6.22 7.8• 7.00 

(1) (S) 1 (3) (4) (1) (5) (3) (•) 

Valucs C11molcs/g protc1n) are mea ns - nh numbcr or dogs 1n parcnthcscs.. •Time (hr) aftcr ltg11.t1on of thc dcsccnd1ng coro· 
nary artcry. f Subsu·ate in thc incub:uio.n mixture for manomctric meaaurcmcnts. 

from control myocardial tissuc. The losscs wcrc highcr 
"•ith P-hydroxybutyratc in thc incubat.ion mixture and 

- incrcascd in mitochondria from oldcr infarcts. J\1ito­
chondria from dogs trea.tcd wit.h the polarizing soJution 
1ost n1uch Jcss nuclcotidcs than t.hosc from untrcated 
animals (Table 5). ...._ • 

Potassium Coiilent(Tab/e 6) 

Control tissue. The a1nount of potassium found in 
control rnitochondria v1,.as fro1n I J 7 to 155 µEq/g pro­
tcin. Thcrc was no changc cither ,,;.m nc:arby infarction 
or with t.hc: t.rcat.mcnt. 

Jnfarcted tissue. A loss of 111itochondrial potassium after 
the occ)usion of thc artcry '\'li.·as ·ab5'-C'.rvcd at 8 and at 12 

hr. Thc trcatn1cnt •with po1arizing ~lution 1naintaincd 
highc:r lcvcls of nlitochondrial pota.s.sium and this cffcct 
"\'\•as more rcmarkablc at 12 hr. 

Eleclrocordiograplzic Records 

lnjury signs (clcvation oí RS-T) .:ippcared in all the 
30-n1in records fro1n both groups cú dogs. trcatcd and 

untrcatcd. incJudcd in this work. Ncvcrthcless. ST­
scgmcnt displaccmcnt and Q wavcs wcrc Jcss promincnt 
in thc clcctrocardiograms of dogs trcated with 'thc polar­
izing solution and taken +, 8. and 12 hr aftcr t.hc arterial 
occlusion. 

Low contcnt of nicotinamidc nucleotidcs and potas­
sium in mitochondria and low P/O valucs always coin­
cidcd with abnormal clcctrocardiographic signs. Of t.hc 
t.hrce valucs. thc Jo""'cring of thc P/O ratios appcarcd to 
be more rclatcd to such clcctrocardiographic altcrations. 
Howcvcr, sorne dogs shov.•cd abnormalitics in the clcc­
trocardiographic pattcrn, '\'li.•hercas the biochcmical 
valucs wcre likc those in thc controls. 

DlSCUSSJON 

~1itochondria isolatcd fro1n thc anterior ,,.aJl of thc 
lcft vcntriclc aftcr thc ligaturc of thc anterior dcsccnd­
ing coronary artcry. and incubated cithcr "·ith fJ­
hydroxybutyratc or succinatc, shov.•cd an impaircd 
phosphorylating cfficicncy soon aftcr thc occlusion of thc 
vcsscl in dogs rccciving only glucosc. Thc P/0 values 
111casurcd v.:ith fJ·hydroxybutyratc as a sub~tratc pro-
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lni!!n~· ... ·..:tntcnt 

''Yith .tf ... hydroxybutyratcf 
Aítcr cquilibr.ntion 

Af'icr incu bation 

''\'ith auccinatcf 
Af'tcr cquHibration 

Aítcr incubation 

Footnotc aamc •• Table 4. 

TABJ..E. 6. Potass,.um conlmt of mitochondria· (1AEq/,g ¡wolein) 

N'o,.;-infarctcd Do~• 

Electro-
Sharn o¡xrated Vnhcatcd 

• cutcd 
Untrcatcd Trcated » • » 

.~· .. · . 
.. ·c·4!38 

''· .. (2). 
=5;~'._-z. 

.•.. ·:¡ • 

o.Bo 
(3) 

Control m;1ocoráial tissues 
135 135 

1 
134 151 140 

1 
117 

1 
138 138 

~ ±5 ±2 :1:6 ±8 ±4 :1:6 
(10) (4) <•> (5) (6) (1) (8) <•> 

152 130 

1· 
.155 

±4 ±13 ±7 
(8) (5) (7) 

Jnfarct1d m;1ocardial 11·snus 
161 123 92 

'1 ~ :::!=16 l ±2 
(5) <6) 

Footnotc aamc a..s Table 1 .. 

.grcssivcly dccrcased and rcachcd zcro at 12 hr, whcrcas 
_wilh succinatc t.hcy wcrc slight.ly lowcr than ilic control 
-and rc:maincd ·roughly thc samc along the first 8 hr, 

(3) 

thcn approachcd zcro around thc 12th hr. "lñis diffcr­
cncc could be duc partly to thc fact that t.he f'"unction of 
thc rcspiratory chain linkcd t.o thc oxidatio~ oí succi­
natc ""'as not affcctcd during thc 12 hr oíthe C"tr.:pcri111ent, 
sincc oxygcn consun1ption valucs similar to t.hosc ob­
scrved v.:ith mitochondria from control ~-SSUC werc 
maintained. On the other hand, thc block~ge of thc 
rcspiratory chain v.·hich appcarcd , ... ben tJ-hydroxybuty­
ratc was thc substratc n1ay havc takcn pl::3.CC at t.he 
cocnzyme lcvcl, bcing thc rcsult oí thc loss of thc nico­
tina1nidc nucleotidcs. In this rcspcct, thc e~::.cnt of thc 
NAN loss occurring during thc 1nanon1c-tric n1casurc:­
·1ncnt scc1ns to be inorc: in1portant than th-= leve} dc­
tectcd at the bcginning. Thcrcíorc, thc lov• P /O valucs 
obscrvcd in mitochondria fron'"l infarctcd ca..:-diac tissuc 
5ccm to rcflcct an carly dcfcct in thc....J?h0$;:>horylativc 
rcactions followcd by a b1ockagc of thc rcspir:::.i.ory cbain 
at thc stcp of thc nicotinan'"lidc nuclcotides.. 

According to Gamblc"s vicv.1 (3) that thcn:- ~ an intcr­
dcpcndcncc bctv.:cen cncrgy-couplcd rcacÜo0$ and 1nito-

1 

19 152 
±5 ±5 
<•> C..> 

148 97 

1 
133 

±9 ±5 ±2 
(6) (3) (4) 

chondrial pot.ass_ium rctcntion, it is probable that. t.hc 
loss of this cat.ion v.tas also due to impairmcnt of t.hc 
phosphorylativc rcactions.. · 

In fUll agrccmcnt with our prcvious result.s (2), the 
dogs trcatcd v.•it.h thc glucose-K.Cl-insulin solution 
showcd clcctrocardiographic rccovcry signs in thc car­
diac infarctcd arca and thc P /O valucs rncasurcd in 
mitochondria prcparc:d from such tissuc wcrc likc t.hosc 
from nom1al hcart tissuc. In addition, wc now find t.hat 
thc 1nitochondria of this group of animals maintaincd a 
normal potassium contcnt. and initial lcvcls of nicotina­
midc nuclc:otidcs intcnncdiatc bct.wccn thosc found in 
thc ·control group and thc untrcatc:d iníarctcd group. 
Thcsc data show t.he protcctivc action oí thc polarizing 
solution. J\1orcovcr, t.hC mitochondria hcld thcir nuclco­
tidcs bcttcr during thi: n"lanotnctric incasurc:rncnts. In 
conscqucncc, if· thc ligaturc. of thc artcry lcads to un­
coupling of thc phosphorylation rcactions and a loss oí 
potasSium and nicotinamidc nucleotidcs, thc polarizing 
solution protects thc phosphorylat.ivc systcm and through 
this the contcnt oí potassium and, lcss cfficicntly, that 
of total NAN .. 

lt. appcars that t.hc leve] of nicotina1nidc nuclcotidcs 



docs not dcpcnd on thc cncrg)•-linkcd fu"nctions ex­
clusive])•, sincc oxidativc phosphorylation could be car­
ricd out cvcn with Jow lcvcls of total NAN (5Cc data for 
succinatc, 8-hr untrcatcd dogs and both substratcs, 1:2-

hr trcatc:d do¡;s). 
P/O ratios rncasurcd with tJ-hydroxybutyratc or 

snccinatc in thc rcaction nicdium wcrc similar and a 
Jittlc highcr than thosc rcportcd with thc polarographic 
1ncthod (2). Such ñnding•, which othc~isc do not 
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INVESTIGACION EXPER11'.1EN·rAL 

RELACIONES ENTRE LOS CAMBIOS BIOQUIMICOS 

Y ULTRAESTRUCTURALES EN MITOCONDRIAS 

DEL CORAZON CON INFARTO EXPERIMENTAL 

L os HALLAZGOS de Sodi-Pallares y su 
grupo17 relativos a la evolución del in­

farto experimental del miocardio, en par­
ticular Ja recuperación de Ja amplitud de Ja 
contracción muscular en el área con infar­
~o,n nos impulsaron a estudiar en el perro 
los cambios bioquímicos que ocurrieran en 
el tejido cardíaco después de ligar la rama 
j:!escendente de Ja arteria coronaria izquier­
da. Nuestro interés inicial fu·c el de valorar 
la eficiencia de las reacciones de fosforila­
ción oxidativa en mitocondrias preparadas 
del miocardio dañado;1 sin embargo, con10 
también se había demostrado que era menor 
el contenido de potasio intracelular1• y el de 
coenzima I~ y que había una interdependen­
cia entre la fosforilaci6n oxidativa y Ja re­
tensi6n de potasio;' creímos que seria inte­
resante niedir el contenido de este catión y 
el total de nucleótidos de nicotinamida ade­
nina en nuestras preparaciones mitocondria­
les. para poder discutir dic:hos hallazgos en 
función de otras alteraciones bioquímicas.= 
A partir de los primeros datos comprendi­
mos la necesidad de estudiar los cambios 
no sólo a un tiempo fijot sino a diferentes 
horas después de la lig~dura de la rama ar-

• Departamento de Bioquímica. 
• • Laboratorio de Jl.1icroscopía Electrónica. 

Departamento de Electroc:ardiografia. 
lnstituto Nacional de Cardiología. 
~{éxico 7. D. F. 
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tcrial2 y recientemente hemos obtenido. ade­
más, las imágenes al microscopio electrónico 
de las preparaciones nlltocondriales1 en un 
intento de establecer relaciones entre las al­
teraciones rnoño16gicas y Jos cambios bio­
químicos. 

METODO EXPERIMENTAL 

Se utiliz.aron perros callejeros aparente­
mente normales de 14 1 18 kg de peso y 
los cuales fueron anestesiados con ncrnbu­
tal. Los animales recibieron continuamcnts:: 
una solución de glucosa al 10% a través de 
Ja vena femoral, a una velocidad de 3 ml/ 
min y su respiración se mantuvo con una 
bomba Palmer unida a la cánula endotra­
qucal. A través de una incisi6n lateral iz­
quierda del tórax se expuso el corazón am-· 
pliamentc y luego de abi-ir el pericardio se 
disecó la arteria coronaria descendente iz­
quierda cerca de su origen y se fue ocluyen­
do gradualmente hasta cerrarla por completo 
a los 30 minutos. Los trazos clectrocar­
diográficos unipolarcs se tomaron a través 
de un electrodo indiferente conectado a la 
terminal central y un electrodo de explora­
ción colocado sobre distintos puntos del cpi­
cardio de Ja pared anterior del ventrículo 
izquierdo y se registraron tanto a los 30 
111inutos después de la li.gadura total de la 
arteria corno a los 5 minutos antes de ex­
traer el corazón del animal. Los perros fue-

[696) 

. .. 
I 

.. 



ron sacrificados a las J 2 horas en una pri­
mera serie de cxpcrin1cntos y 30 rninutos. 
4, 8 y 12 horas después en las últin1as series, 
siempre y cuando los trazos clcctrocar­
diográficos de los prin1cros n1inutos · hu­
bieran mostrado signos de infarto. Se usa­
ron d.os porciones del ventrículo izquierdo, 
una fue Ja n1ayor parte de la pared nntcrior 
{tejido con infarto) y la otra la porción 
superior de Ja pared posterior, cuyo trazo 
clcctrocardiográfico fue norn1al en todos Jos 
casos (tejido de control). Las n1itocondnas 
se aislaron de acuerdo con el método de 
Hagihara modificado1 y la pastilla mitocon­
drial se obtuvo al centrifugar el sobrena"."' 
dante libre de restos celulares y de núcleos, 
duran'tc 7 minutos a 7,000 x g. Al finali­
zar, las n1itocondrias ru:ron rcsuspcndid.as 
en una solución de manito)> sacarosa, tn~­
(hidroximetil)aminornetano y cti1cnodian1i­
notetracetato, a pH 7.4. 

En la primera serie de cxpcrin1cntos los 
can1bios en la concentración de oxígeno se 
midieron polarográfican1cnte con el electrodo 
de Clark. El índice de control respiratorio 
~e calculó como la relación entre la veloci­
dad del consumo de oxí~cno después y antes> 
respcctivan1cntc> de la adición de adcno­
sina difosfato (ADP) al medio de incu­
bación de las n1itocondrias y para estable­
cer la relación entre la adenosina trifosfato 
{A TP) sintetizada y el oxígeno consumido, 
se determinó el ATP como glucosa-6-fos­
fato.• 

En las series pÓstcriorcs la cifra del con­
sumo de oxíc.eno se obtuvo rnanométrica­
mente. La relación P/0 fue establecida de 
los valores del fosfato inorgánico y del oxí­
geno consun1idos.!? El contenido de n~clcóti­
dos totales de nicotinamida adenina se de­
tcrn1inó con el cspcctrofluorón1ctro Aminco, 
por el método de Lo,~·ry y colaboradorcs10 

y las lecturas corregidas se refirieron a mues­
tras que contenían 1, 2 y 3 milimicromo­
les de nicotinm11ida adcnina dinuclcótida= 
(NAO). El potasio n1itocondrial s~ valoró 
por foton1ctría de flan1a después de digerir 

'· 
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O.S ml. de la i>reparación mitocondrial co.n 
HN03 y HC10 ... 2 Las proteínas se determi­
naron por el método de Folin-Ciocalteu'" en 
preparaciones solubilizadas con la adición de 
dcsoxicolato de sodio. · 

·Para el estud.io ultracstructural del múscu­
lo cardiaco se tomó un cilindro de tejido del 
área con infarto y de la de control, respec­
tivamente con un sacabocado nún1ero 3/16,. 
tari pront'o con10 el corazón se había ex­
traído del perro. Cada cilinü.ro se coloco;; 
inmediatamente en una soluc16n al 6.2590 
de glutaraldehído en amortiguador de fosfa­
tosiot> y se c0rt6 en fragmentos pe~ue!\os de 

·aproximadamente 1 mm9 • La f1Jac16n se 
prolongó por 90 minutos en el glutaraldc­
hído a 4º y luego que las muestras se la­
varon con dos cambios de amortiguador de 
fosfatos se postfijaronl2 durante una hora en 
tctróxido de osmio al l ';fi. Postcrioqnentc 
los tejidos se deshidrataron ei; solucione~ de 
alcohol ctflico de conccntrac16n progresiva-: 
n1cntc Creciente, se incluycron11 en Epon 
812 y se cortaron en el ultran1icrotomo Por­
tcr-Blum MTl. Finalmente, Jos cortes se 
montaron en r'Cjillas de cobre> se tiñeron con 
solución de citi:ato de plon101 • y se exami­
naron con el inicroscopio electrónico Carl 
Zciss EM9. Por su parte, las mitocondrias 
se trataron en forma scn1cjante> inmediata­
mente después de ser obtenidas por centri­
fugación difei:encial. 

RESULTADOS 

PRtl\!ERA SERIE. Mitocondrias aisladas 
del tejido cardíaco 12 horas después de la 
oclusión experimental de la arteria corona­
ria izq~icrda dcsccndcnte.1 

Perros sin infarto expcrin1c11tal 

Las preparaciones de mitocondrias hechas 
de corazones de perros sometidos a todas 
las condiciones experimentales excepto q .. uc 
no se ligó la rama coronaria> mostraron 1n­
dices de control respiratorio de 2.6 a 6.4 
(4.9±0.3) (promedio ± error estándar) 
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con bcta-hidroxibutirato como substratO y 
de J.6 a 5;2 (3.3::±:0.6) con succinato. Las 
relaciones P/O medidas como glucosa-6-fos­
fato/oxígcno, fueron de 1.43 a 2.88 e 1.92 
:±:O.JO) con beta-hidroxibutirato y de J.12 
a J.99 e J.48:±:0.14) con succinato. 

/'erras con inJarto cxpcri111ental 

· Las preparaciones mitocondrialcs fu e ron 
tanto del tejido con infarto como del tejido 
aparentemente normal del mismo corazón .. 

Mitocondrias del tejido de control. Los 
índices del control respiratorio fueron de 1.9 
a 4.6 (3.3:±:0.8), de 2.1 a 4.6 (3.3:±:0.7) y 
de 1 .. 0::±:0.0. con bcta-hidroxibutirato, succi-

nato y dinuclcótido reducido de nicotinun1ida 
adcnina con10 subt-;tratos, rcspcctivan1cntc .. 
Las relaciones glucosn-6-fosfato/oxí,gcno va­
riaron de J.45 a 2.02 (J.77:±:0.17), de J.45 
a J.67 (l.59±0.07) y de 0.75 a l.28 (0.~9 
:±:0.16) pant cada uno de Jos substratos. en 
el orden n1cncionado. 

Mitocondrias del tejido con infarto. Los· 
índices del control respiratorio no fueron 
mayores de 1 y no hubo síntesis de A TP 
durante Ja oxidación de los substratos a juz­
gar por Ja relación P /O que resultó de cero. 

La fisura l muestra los trazos clcctro­
cardiográficos de la pared anterior del ven­
trículo izquierdo a los 30 minutos y a las 
12 horas de la oclusión arterial, respectiva-

a.:.··~·•- -G L U C OSA 
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F1G. 1. TTazos electl'"OCal'"diogáficos tomados en Jos pu:-itos mal'"cados 1 a 6 de la par-ed 
anter-ior- del ventr-iculo izquiel'"do del pcr-ro. a Jos 30 minutos y a las 12 horas de la oclusión 
de Ja rama col'"ona.ria izquiel'"da descendente. Las gráficas de Ja parte inferior se obtuvieron 
con el clcctl'"odo de Clark dul'"ante Ja incubación respectiva de mitocondrias de la zona 
nol'"mal (linea continua) y de la zona con infano (linea de puntos y rayas) con heta-hidroxi­
butirato (trazos de la izquierda) y con succinato (trazos d: la del'"ccha). :Las flechas indican 
1as adiciones. En la tabla se muestran los valores del índice del control respiratorio (CR) 
y de 1:1 relación glucosa-6-fosfa.to/o:x.ígcno (P/0). con uno y otro substrato. 
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nJcntc .. En Jos registros se notan signos de 
lesión. de necrosis y de isquemia (segmento 
RS-T elevado, O profunda y T negativa,. 
respectivamente). Los trazos del consumo 
<le oxígeno se obtuvieron con el electrodo de 
Clark acoplo:1do a· un registrador. durante Ja 
incubación de 0.2 ml de Ja preparación nlÍ­
tocondrial (2 a 5 mg de proteínas) en 3 mi 
de medio de rcacci6n (manito], sacarosa, 
tris(hidroximctil)aminomctano, KCI y fos­
fatos de sodio, pH 7.2) y con 5 micromo­
lcs de DL-beta-hidroxibutirato (trazos de Ja 
izquierda) o de succin:::?.to (trazos de la dere­
cha). La velocidad del consumo de oxígeno 
aumentó notablemente en las mitocondrias 
del tejido de control al ;igregar et substrato 
y sobre todo el ADP y no hubo respuesta 
en el caso de las n1itocondrias aisladas del 
tejido·con infarto. 

SERIES POSTERIORES. Mitocondrias pre­
paradas del corazón. 30 minutos. 4. 8 y 12 
horas después de Ja ligadura de la arteria 
coronaria izquierda dcsccndcnte.2 

eo 

~ 60 

e 
b. l E 40 

} I 
~ 20 

o 4 6 
hr 

e 10 12 

Fl&. 2. - Promedio de l•• velocldadc• de con•u.rno 
de o:a(¡,eno de wnltocondrl•• de coraz.Dn de perro -
preparada• a diferente• tiempo• de•pué• de 1..a - -
oelu•lÓn de la. arteria coronarla dc•ccndente: &rea 
controlQy á.rea c:on infarto e. Tambléñ eat.&a -
i.ncluldaa la• vclocidadc• para milocondrla.9 de •n..!. 
ma.le• clectrocut.adoaCl) )"con la operación q,1.dri'.i.r­
&lca. ahnulada e= • El •uatr•lo en la. mez.cla. de ln­
cubaclón fue bet.a-hldro:albuti.rato. 
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F10. 3. Promedio de las velocidades de con-

5umo de oxígeno de ·mitocondrias de cora%.6n de 
perro. Las mismas condiciones que en Ja fisura 
2. excepto que el substrato fue succinato. 

2 

P/o 

2 4 e 12 
hr 

F10. 4. Promedio de las relaciones P/0 de mi­
toeo:Jdrias de cor-az.ón de perro con bcta-hidroxi­
butirato como substrato. Los sfmbo1os correspon-
den a aqut!:11os de Ja figura 2. . 

Perros con infarto experilnental 

Mitocondrias del tejido de control. L.a 
velocidad promedio en el consumo de oxí­
geno de las mitocondrias del tejido de con­
trol de diferentes corazones a lo largo de 
12 horas después de la ligadura arterial, 
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varió de 26 a 52 milimicroátomos de oxige­
no por minuto por miligramo de protcfna, 
cuando el beta- hidroxibutirato fue el subs­
trato (Fig. 2) y de 64 a 84 con el succinato 
(Fig. 3). El promedio de.las relaciones P/0 

2 

o 
ll.r 

F•o. .S. Promedio de las relaciones P /0 de 

~:i,~ons~~~~ra~~- c~sz6'!r~~ofo;r~o~~:Sp~uncd!~ª'~ 
aquéllos de la figura 2. 

6 f 

·- ... 
e 
~ 
:z: ... 

2 :z: 

o e 'º 12 
hr 

Fu:.. 6. Promedio del contenido inicial del to­
tal de nuclcótidos de nicolinamida adcnina en 
mitocondrias de corazón de perro. Los sírnbolos 
concs.ponOcn .a aquéllos de la fii;ura 2 . 

......... 

1!:'> 

!! 

100 
:e_ -~ 

!:'>O 

hr 

se mantuvo entre 1.92 y 2.41 con el bcta­
hidroxibutirato (Fig. 4) y entre 2.16 y 2.38 
con el succinato (Fig. 5) .. El contenido ini­
cial del total de nuclcótidos de nicotinamida 
adcnina en las mitocondrias fue de 5.50 a 
6.86 rnicromoles por gran10 de proteínas 
(Fig. 6) y disminuyó ligeramente en el pe­
riodo de equilibrio de 10 minutos y también 
después de 20 minutos de incubación a 30" 
en el aparato de Warburg. Los promedios 
del potasio contenido en las prcpar~ciones 
mitocondriales fueron de 1 1 7 a 155 micro­
cquivalc:ntes por gramo de proteína (Fi­
gura 7). 

Mitocondrias del tejido con infarto. Las 
mitocondrias preparadas del tejido con in­
farto e incubadas con beta-hidroxibutirato 
(Fig. 2) consumieron menos oxígeno que 
las del tejido de control desde Ja octava hora 
de la oclusión arterjal y prácticamente nada 
a tas 12 horas. En contra$te, cuando tas mi­
tocondrias de las mismas preparaciones se 
incubaron con succinato la velocidad del 
consumo de oxígeno se mantuvo la misma 
en todas las n1uc$tras (Fig. 3). Por lo que se 
refiere a las rcl:icioncs P /O. los valores ob­
tenidos fueron bajos desde los 30 minutos 
después de la oclusión tanto con uno como 
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con otro !->ubStrato; Sin en1bargo, en el' caso 
del hidroxibutirato el desccn50 fue. progresi-

¡ vo en las niucstras posteriores ( Fig. 4) 11 

mientras que con el succinato Jus relaciones 
durante las primeras ocho horas se n1antu­
vicron !->cn1cjantes a las nlcdidas a los 30 
n1inutos CFig. 5); al final, en an1bos casos, 
no hubo fosforilacidn· en las preparaciones 
de las 12 horas. La cantidad de nuclc6tidos 
totales de nicotinamida adcnina (Fig. 6) en 
las mitocondrias del tejido con infarto fue 
menor que en las del tejido de control a las 
4 horas y bajó notablemente en las mues­
tras de las 8 y de las 12 horas. Además, 
1as mitocondrias del miocardio con infarto 
durante Ja incubación en el aparato "de 
Warburg perdieron un porcentaje más alto 
de estos nucleótidos que las preparadas del 
tejido de control y esta pérdida fue mayor 
en los infartos de más larga duraci6n.2: El 
potasio milocondrial (Fig. 7) disminuyó en 
las preparaciones de tas 8 horas y todavía 
más a las 12 horas. 

Cambios ultracstructurales de las células 
del nJiocardio 

Tejido de control. La ultracstructura de 
1as células del tejido cardíaco normal fue 
muy similar en las preparaciones obtenidas 
de diferentes perros a los diversos tiempos 
después de ta ligadura ele la rama coronaria. 
Los datos más relevantes se mencionan a 
continuacióri. Las miofibrillas en su n1ayoría 
se encontraron scmicontraídas con desapa­
rición virtual de las bandas l. Los espacios 
intermiofibrilarcs estaban ocupados por rni­
tocondrias y clcn1cntos del sistema sarcotu­
bular. Las mitocondrias en los espncios in­
tcrrniofibrilarcs eran atareadas v de 1on~itud 
más o menos scn1cjantc ~ 1a dél sarcó~cro; 
las que ocupaban los espacios paranuclcares 
y subs:ircolcmales tan1bién eran numerosas y 
de: n,uy diversa forma y tan1año. Estos or­
ganclos n1ostraban ~u n,atriz moderadamen­
te densa .. conteniendo algunos gr;inulos y Sus 
crestas se observaban orientadas paralela­
n,ente entre sí. Abundaban gránulos de glu-

cói;cno en las n1iofibrillas, en Jos espacios 
intcrn1lofibritares y sobre 10do alrededor de 
las mitocondrias (Fig. 8). • 

Tejido con infarto. En cada caso se procu­
ró tomar ta nluestra con infarto de la región 
que mostraba can1bios · clcctrocadiográfi- · 
cos peculiares de esta lcsi6n; sin embar­
go, las alteraciones ultracs.tructuralcs obser­
vadas no fueron siempre semejantes entre 
sí en los perros correspondientes a ticmpas 
iguales después de la oclusión arterial ni 
tampoco se notó que los daños fuesen pro­
gresivamente mayores a Jo largo del tiempo. 
En otras palabras. hubO preparaciones del 
tejido infartado cuya aparjencia era simllar 
a la del tejido normal y cuyos valores P /O 
fueron altos. tanto cn .. las muestras de 30 
minutos como en las de tos tiempos poste­
riores y hubo otras con valores P /O bajos 
y aun de cero, que mostr:iron notables alte­
raciones intracelulares semejantes entre sí 
independientemente del tiempo transcurrido .. 
Por esto no es fácil en nuestra serie descri­
bir alteraciones características ele cada uno 
de Jos tiempos escogidos. En general, las 
alteraciones intracelulares observadas fueron 
las siguientes: desgarramlento longitudinal 
y transversal de las miofibrillas; dilatación 
de los espacios intcrn1iofibrilares y desapa­
rición de los gránulos ele glucógeno; hlncha­
miento de las mltocondrias, pérdida de la 
densidad ele su matriz.. ausencia de los grá­
nulos intramitocondriates y desorganización 
y fragmentación de las crestas. Llamó 1a 
atención la presencia en el interior de algu­
nos de estos or_ganelos de grupos de crestas 
agrupadas en haces con . una aparente. con­
scn•ación de su arquitectura y en otros la 
presencia de uno o dos grun1os densos., así 
con10 también el vaciamiento parcial o total 
de al_gunas mitocondrias (Fig. 9). 

Ca111bios ullracstruczuralcs de 
las 1nitoco11drias aisladas 

L:is mitocondrias de nuestras preparacio­
nes no eran en su totalidad semejantes entre 
sí en cuanto a su apariencia. sobre todo 
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F1c;. R. Aspecto ni micrC"scopin electrónico de una porción de célulD. cnrdiaca. del miocardio ventricular normal del perro. Se o~scr. 
vn un:i parte del nt"1clcn (N). nbundnntes mitocondrim;. (~t) en la. rci;ión pamnuclcnr con sus crcst01.s p::iralcl:is entre sí y con ~ránu1o~ intra. 
mitccondrinlcs. numcro~O!ii grñnulo5 de glucógeno (Gl...). porciones de varins miofibrillas (?-.IF) y elementos tanto del sistema sarcotubular 
longitudinal (SL) cnmn del transversal (T). X 17.SOO. 



F10. 9. A..-.pccto nl microscopio c1ectr6nico de unn porción de célula cnrdinca dd mic-c:nrdio ventricular del área con infarto. a l:.' 
doce horas de Ja 1if:;nduro de In rnma coronnrin descendente :interior en el perro. Se observ:. dcs~nrramicnto de las mioribritlas (cnbc:zn" de 
flechn) y nmplios espacios entre cllns ( EE) ~ lns mitocondrios muestran sus crestas Cra¡;mcntndns ( ti.t} y en algunas se destaca la tendencia 
de Jns crestas n agruparse en haces (flecha!); no se ven granulaciones cilnplasmáticns ni intramitncondriales. x 17.500. 
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F10. 11. A~11ccto :tl micro~co¡iio cl-:~1r6nicf"1 de lns niitocondri:ls de\ mioc:trdio vcntricul::lr del área con infor•o. después de doce hor:1s de ta 
oclusión de J;t ranrn coron:1Tia en el pcrrio. Son notahlc:s la~ alteraciones de estos or¡;anelos y la hetcro1;cneidad de su apariencia. Se arre· 

cinn mitncnndri:l!t v:u:ías (V). cnn cristnlisis (Cl) y con crestas as;rnpadas en haces (Ch). x 7.000. 
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aquéllas del tejido con infarto, por Jo que 
fue ncccsarjo clasificarlas arbitrariamente 
en los siguientes tipos: 

J\1itocondrias condensadas: ]as que tenían 
las crestas muy cercanas entre sí de manera 
que la cámara interna era casi impercepti­
ble (C en Ja Fig. JO). 

Mitocondrias en ovillo: aquéllas en qué· 
que las anteriores y con sus crestas separa­
das por estrechos espacios claros (Ve en Ja 
Figura JO). 

Mitocondrias ~n ovillo: aquéllos en que 
sus crestas aparecían dispuestas en ovino y 
no tenían membrana externa o bien ésta se 
encontraba a su alrededor claramente sepa­
rada (O en Ja Figura JO). 

Mitocondrias con cristolisis: las que apa­
recían llenas de_ un material relativamente 

todos Jos perros y ta distribución porccntua~ 
de Jos diversos tipos mitocondriales (Tabla 
l ), en números redondos, resultó como si­
gue: vacuoladas 80, tipo en ovillo 10, con­
densadas ·S, con cristolisis 2 y vacfas 2. No 
se encontraron mitocondrias que tuviesen en 
su interior haces de crc:c;tas. Estas prepa­
raciones del tejido normal con bcta-hidroxi­
butirato como substrato mostraron un con­
sumo de oxígeno de alrededor de 50 
milimicroátom~s por minuto y por miligra­
mo de proteína y relaciones P /O del orden 
de 2.5. 

Mitocondrias dt!l tejido con infarto.. La 
distribución de Jos tipos mitocondriales as( 
como Jos valores del consumo de oxígeno y 
de la relación P /O a los 30 minutos des­
pués "de la oclusión arterial resultaron scmc-

TABIA 1 

VALORES PROMEDIO DE LA DJSTRJBUCION PORCENTUAL DE LOS DIFERENTES 
TIPOS DE MITOCONDRIAS ENCONTRADOS EN LAS PREPARACIONES 

DEL TEJIDO MIOCARDJCO NORMAL 

Tipos Sí1nbo/0$ 

Condensadas e 
Vacuo ladas Ve 
En ovillo o 
Con cristolisis Cl 
Con haces de crestas Cb 
Vacfas V 

l\fucstras estudiadas 
J\fucstras incluidas en 

el promedio 

Ver fiI?Ura JO. 

denso a Jos electrones, tal vez formado por 
fragmentos de crestas ( CJ en la figura l l )­

~1hocondrias con haces de crestas: aqué-
1las que contenían uno o dos manojos muy 
peculiares de crestas (Ch en Ja Figura 11). 

Mitocondrlas vacías: verdaderas vesículas 
sin rnás estructura que algunos restos de 
crestas (V en la Ficura l J). 

h1itocondrias del fejido 11or111al. Las pre­
paraciones de mitocondrlas del tejido nor­
mal (Fig. JO) fueron muy parecidas en 

* 4 8 12 
(horas despu¿s d~ la ocl11si611 arleriolJ 

8 2 3 5 
81 73 84 85 
JO 15 9 8 

1 4 2 1 
o o o o 
o ti 2 1 

3 4 5 4 

3 4 5 4 

jantes a Jos encontrados en el tejido normal 
(Tabla 2). Con relación a las preparaciones 
hechas a )as 4, 8 y 12 horas, respectivamen­
te, sólo se incluyen en la Tabla 2 los datos 
morfológicos de aquéllas con valores P/0 
menores de J ~5 y se descartan tas que mos­
traron cifras cercanas a 2.5 ya que en estas 
últimas Ja distdbución porcentual de Jos ti­
pos rnitocondrialcs "fue parecida a la de las 
)as preparaciones de) tejido normal. Así, 
a las 4 horas .. en uno de cuatro expcrimcn-
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"'f'ADLA 2 

VALORES PROMEDIO DE LA DISTRIDUCION PORCENTUAL DE LOS DIFERENTES . 
TIPOS DE MITOCONDRIAS ENCONTRADOS EN LAS PREPARACIONES 

DEL TEJIDO MIOCARDICO CON JNFARTO 

Tipos Sl111bolos 'h " B .:t:z 
(liaras dcspu~s de la oclusión ar/erial} 

Condensadas c .. o 1 o 
Vacuoladas Ve SS S4 36 40 
En ovillo o 9 11 2 4 
Co:J cristolisis CI 1 22 27 23 
Con haces de crestas Ch o o 2S 16 
Vac(as V 1 13 9 17 :· 
Muestras estudiadas .. 3 3 
Muestras incluidas en 

el promedio• .. .. !i .. 
• Con excepción del G"Jpo de Y.i: hora. en los demás grupos s61o se incluycroñ las mues.­

tras mitocondrialcs cuyo {ndicc P/0 fue menor de 1 .. S. 
Ver figura 11. -

t.os. el porcentaje de mitocondrias vacuotadas 
fue menor que en el tejido sin daño .. aumcn­
:taron las que mo~traban cristolisis y las va­
cías y aparecieron las que tenían en su in­
"t.crior crestas agrupadas en haces siendo la 
Tclación P/O de 1.5. A las ocho horas, en 
"'ll'."CS de cinco experimentos, se vieron todavía 
3"11enos mitocondrias vacuoladas y mayor 
número de las otras formas. Estas prepara­
ciones tuvieron relaciones P /O cercanas a 
cero y una velocidad de consuino de oxige­
no menor de 19 .. Finalmente, en tres de cua­
"lro experimentos hechos a las doce horas de 
la ligadura, el consumo de oxígeno fue cero, 
el porcentaje de mitocondrias destruidas au­
"JTient6 y las pocas formas reconocibles rnos­
"lraron cambios como las de las ocho horas. 

DISCUSION 

Las rnitocondrias del corazón normal del 
perro mostraron, con la adcnosina difosfato 
como aceptar, índices de control respiratorio 
de 1.9 a 6.4 con beta-bidroxibutirato y de 
1.6 a 5.2 con succinato, medidos con el elec­
trodo de oxígeno. Estas cifras se parecen a 
las obtenidas tan1bién en el polarócrafo con 
mitocondrias de corazón de buey fñcubadas 
con piruvatol& y si se toman como criterio 

para apreciar la conservación de 1a estn.ic­
tura mitocondrial,v significan que las mito­
condrias del tejido normal 'se obtuvieron 
satisfactoriamente preservadas. El hecho de 
que los valores de la fosforilaci6n oxidativa 
con el succinato resultaron semejantes a los 
observados con hidroxibutirato cuando se 
usó la técnica manométrica y se midió el 
fosfato inorgánico, se debe a que los valores 
P /O medidos en esas condiciones revelan la 
fosfori1aci6n que ocurre no solo a nivel del 
succinato sino también a nivel de los subs­
tratos subsecuentes que se forman a través 
del ciclo de Krebs.7 En cuanto al dinuclcó­
tido reducido de nicotinamida adenina es 
probable que no haya sido oxidado a través 
de la cadena respiratoria~ pues la adición de 
ADP no estimuló el consumo de oxigeno y el 
valor P /O, que resultó cercano a la unidad~ 
fue menor que el que se encontró cuan­
do solo se oxidaban los substratos cndóge­
nos.1 Lchningcr8 ha sugerido que este dinu­
cleótido reducido es oxidado a través de un 
sistema mitocondrial ex.terno no acoplado a 
la fosforilación y que· solamente tiene acceso 
al sistema interno cuando se altera la per­
meabilidad mitocondria1"9 cosa que no parece 
que ocurra en nuestras preparaciones del 
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· tejido normal en vista de los bajos valores 
P /O obtenidos con este substrato. Por lo que 
se refiere a la velocidad de consumo de ox(­
geno de las mitocondrias en presencia de 
ADP y de beta-hidroxibutirato o de succina­
to, la respiración fue mayor, casi el doble, 
con este último compuesto .. Stric~land19 en­
contró una relación semejante entre ambos 
substratos con mitocondrias de hígado de ra­
ta y SmithHl obtuvo, con n1itoconddas de 
corazón de buey incubadas con succinato, 
cifras que se parecen a las mostradas por las 
mitocondrias del corazón del perro. La dife­
rencia en la velocidad del consumo de ox(­
geno depende de la actividad del complejo 
enzimático responsable de la oxidación del 
substrato corft:spondiente19 y también de la 
permeabilidad particular de las mitocondrias 
para cada substrato .. • 

No hubo diferencias entre las mitocon­
drias preparadas de la pared posterior del 
ventrículo Jzquicrdo ya fuesen de corazones 
en los que se ligó la rama coronaria o de 
aquéllos sin ligadura arterial. 

En cuanto a las mitocondrias aisladas del 
tejido con infarto, algunas de las alteracio­
nes bioquímicas estudiadas se empezaron a 
manifestar desde Jos treinta rninutos de Ja 
ligadura de Ja arteria (valores bajos de :P /O), 
otras aparecieron a las cuatro. horas (dismi­
nución del contenido de nucle6tidos de nico­
tinan"lida adcnina) y las demás a las ocho 
(bajo consumo de oxígeno con bcta-hidroxi­
butirato y pérdida del ion potasio) y a las 
doce horas (pérdida del control respirato­
rio); sin cmbargo7 ninguno de los valores 
estudiados se modificó significativarnc:nte tan 
temprano como los trazos electrocardiográ­
ficos.n Es interesante obsen.·ar que el siste­
ma de oxidación del succinato se mantuvo 
funcionalmente activo al menos hasta doce 
horas después de la oclusión arterial que fue 
el tiempo máximo de estudio y en cambio el 
sistema que participa en 1a oxidaci6n del 
beta-hidroxibutirato se deterioró desde la 
octava hora. Si se acepta que la cadena respi­
ratoria es común en su parte fina1 para am-

bes tipcs de substratos, estos hallazgos signi­
fican que los componentes del complejo !,• 
o las dcshidrogcnasas asociadas al NAD o 
el contenido de NAD y NADH, se pierden 
o se inactivan, unos o todos, a la vez o se­
paradamente, en tanto que los complejos JI, 
JJI y IVº y las concentraciones de cocnzima 
O y de citocron10 e se mantienen suficientes 
desde el punto de vista funcional. El hecho 
de que los valores de la fosforilación se 
hubiesen visto más bajos desde et principio 
del infarto cuando se midieron con.hidroxi­
bulirato como substrato y se hubiesen man­
tenido normales en las primeras ocho horas 
cuando se estudiaron con succinato, posible­
mente significa que el deterioro se inicia en 
el primer "sitio de fosfori1aci6n o sea entre el 
NAD y la flavoprotcína, mientras se conser­
van activos hasta la octava hora el segundo 
y el tercero, -esto es, aquéllos entre el c_ito­
cromo b y el e y entre el citocromo e y el 
oxígeno. Finalmente, a las doce horas, estos 
dos sitios también se dañaron a juzgar por 
ta ausencia completa de fosforilación en las 
rnitocondrias incubadas con uno u otro de 
los sub-;tratos mencionados. En el caso del 
hidroxibutirato., al deterioro del primer sitio 
de fosforilación se agregan los efectos del 
daño a nivel del complejo I de la cadena 
respiratoria, lo que explicaría el descenso 
aparentemente progresivo de la relación P /0 
que se ve en Ja figura 4 y que contrasta con 
ta evolución de estos valores en presencia 
de succinato (Fig. 5). Por los datos obte­
nidos en el presente trabajo se puede postu­
lar que la alteración de la cadena respiratoria 
se debe principalmente a la pérdida de Jos 
nuclcótidos de nicotinamida adcnina de 
las mitocondrias de la zona del infarto, pér­
dida que aun se manifestó in vitre durante 
el periodo de incubación en el aparato de 
\Varburc. Por último~ la salida del ion pota­
sio parCce ser una consecuencia inmediata 
de la disminución de los procesos de fosfo­
rilación.• 

Desde el punto de vista estructural, las 
mitocondrias preparadas del tejido normal 
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mostraron en su 1nayoría el aspecto corres­
pondiente al tipo que ben1os llan1ado vacuo­
lado y tanto la relación P /O como el control 
respiratorio y la velocidad del consumo de 
oxigeno fueron semejantes a los valores en­
contrados por otros autores en otras espe­
cies animales. 

En las mitocondrias del tejido con infarto 
las cifras del consumo de oxígeno y de la 
fosforilaci6n oxidativa fueron bajas cuando 
las mltocondrias tenían las cre~tas fragmen­
tadas. En cuanto a los haces de crestas que 
se vieron en el interior de algunas Jnitocon­
drias del tejido con infarto parece que eran 
restos de estas formaciones que no se habían 
fragmentado. aunque tan1bién pudiera tratar­
se de estructuras recién formadas en· mito­
condrias previamente desorganizadas. A me­
dida que transcurrió el tiempo del infarto 
no solo se acentuó el grado de ruptura sino 
que aumentó el número de las mitocondrias 
dañadas. En el artículo de Ekholm y cola­
boradores.s publicado reciente.mente y que 
se. refiere a los efectos de periodos muy cor­
tos de anoxia, las preparaciones n1itocondria­
les del corazón del perro dejan mucho-que 
desear en cuanto a homogeneidad e inte­
.sridad. 

RESUMEN 

Se produjo una zona de infarto en la pa­
red anterior del corazón 9el pc:rro al ligar Ja 
ran1a descendente de la arteria coronaria iz­
quierda. Las nlitocondrias se aislaron por 
centrifugación diferencial tanto del miocar­
dio con infarto como del tejido normal, trein­
ta minutos, cuatro, ocho y doce horas des­
pués de la oclusión de la coronaria. En estas 
preparaciones se determinó el control respi­
ratorio. el consumo de oxígeno, la íosforila­
ción oxidativa y la concentración de nuclcó­
tidos de nicotinamida y de potasio. Además 
se observaron al microscopio electrónico. 

hora. Cuando se empicó como substrato el 
succinato la fosforilaci6n oxidativa decayó 
solo hasta después de la octava hora. Se 
sugiere que desde los primeros minutos se 
daña el sitio de fosforilaci6n entre los nuclc6-
tidos de nicotinamida y las flavoprotcinas y 
más tarde los dos restantes. 

Las mitoeondrias aisladas ocho horas des­
pués de haberse provocado el infarto con­
sumieron n1enos oxígeno que las preparadas 
del tejido normal con el substrato beta-hi­
droxibutirato y a las doce horas el consumo 
prácticamente fue cero. Las incubadas coil 
suc~inato utilizaron una cantidad de oxígeno 
similar a las del miocardio normal en todas 
las mediciones hechas en el curso de las doce 
horas del experimento. Se sugiere que la 
parte inicial de la cadena respiratoria del 
bcta-hidroxibutirato se empieza a deteriorar 
a partir de la oclusión arterial y en cambio 
se conserva activa la porción de la cadena 
que es común a la del succinato. 

En las preparaciones nlitocondrialcs co­
rrespondiente~ a las doce horas de la oclu­
sión arterial no hubo control respiratorio in ... 
dcpcndientcmcnte del substrato utilizado, lo 
que indica una gran alteración de la estruc­
tura mitocondrial. 

La concentración de nucleótidos de nico­
tinamida adcnina en las mitocondrias del 
miocardio con infarto bajó ligeramente a la 
cuarta y notablemente a la octava hora, lo 
cual explica el deterioro observado en los 
sistemas de oxidación en los que participa 
esta cocnzima, como es la cadena respira­
toria del beta-hidroxibutirato, y la conserva­
ción de los sistemas en los que no están 
involucrados estos nuclcótidos, como es el 
caso del succinato. 

En el miocardio dañado la síntesis de adc­
nosina trifosfato concon1itante al consumo 
de oxígeno disn1inuyó desde los prin1eros mi­
nutos en las n1itocondrias incubadas con hi­
drox.ihutirato y llegó a cero a la duodécima 

La concentración del potasio en las mito­
condrias disminuyó desde la cuarta hora y 
alcanzó el nivel más bajo entre la octava 
y la duodécima hora probablemente a conse­
cuencia de la interrupción de los procesos de 
fosforil:ición oxidativa. 

Las alteraciones ·ultracstructuralcs obscr­
,.adas en la célula c;:irdiaca fueron la dilata-
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ci6n de Jos espacios intcrmiofibrilarcs, la 
desaparición de los gránulos de· glucógeno, 
Ja ruptura de las miofibrillas y el hincha­
miento de las mitocondrias con desorganiza­
ción y fragmentación de sus crest'1S y la 
pérdida de sus gránulos así con10 la :ipari­
ci6n de grupos de crestas agrupadas en ha­
ces. 

En las preparaciones de mitocondrÍas ah;­
ladas del tejido normal predominó el tipo 
vncuolado. Las formas con cristolisis y las 
vacías abundaron en las preparaciones del 
tejido con infarto y se vieron además en 
éstas las que mostraban haces de crestas .. 

En conclusión, las funciones mitocondriz-
1es estudiadas se encontraron deterioradas al 
tiempo que había una casi completa desor­
ganización de las crestas de estos oiSanelos. 
lo cual ocurrió sobre todo a las ocho y a las 
doce horas después de la oclusión e:xperi­
mental de la arteria coronaria en et perro. 

SUMMARY 

.. An infarcted arca was produced on the 
anterior wall of the dog hcart by the lii;ature 
of the left descending coronary artery. Mito­
chondria \Verc isolated by diffcrcntiat cen­
trifugation from both the infarctcd aad nor­
mal myocardium at thirty minutes, four, 
eight and twelve hours aftcr t.hc arterial 
occlusion. Rcspiratory control,. oxygen con­
sumption, oxidative phosphorylation, nicoti­
namidc adeninc nucleotides and potassium 
content werc dctern1ined in these prcpara­
tions. E1cctron microscopic observations 
were also performcd. 

The adenosine triphosphate synthesis 
couplcd to oxygen consumption fell after 
the first minutes ar infarction in the mito­
chondria incubatcd with hydroxybutyrat.e 
atld reached zcro at the twelfth hour; how­
cver, with succinatc the oxidative phospho­
rylation fall occurrcd only after the eighth 
hour of the arterial occlusion .. lt is sugg.csted 
that the phosphoryl::ition site bctv-.·ccn nicoti­
tinamide nucleotides and flavoproteins be-

- corries dali·H1gcd sin ce· the first nlinutcs and 
latcr on the two othcrs a.re also involvcd. 

Mitochondria isolated eighl hours aftcr 
thc production of thc infarct consumcd lcss 
oxygen with t_hc.substrate beta-hydroxybuty­
rate than thosc prepared from the normal 
tissuc and at thc twc1fth hour thc consump­
tion '\Vas zcro. \Vith succinatc thc oxygcn 
consumption ratc "YªS similar in mitochon­
dria prcparcd from thc normal and from 
thc infarctcd tissucs during thc twclvc hours 
of the experiment. lt is suggested that thc 
initial portian of thc rcspiratory ch:iin linked 
to the oxidation of beta-hydroxybutyratc 
begins to be damagcd at thc time thc artery 
is o=luded whilc that segment of thc chain 
common to the system lin'kcd to thc oxida­
tion of succinate rcmains active. 

No rcspiratory control was obscrvcd with 
mitochondria prcpared twclvc hours after 
the infarction irrespcctivcly o{ the substrate 
used rncaning that profound structural mi­
tochondrial altcrations had occurrcd. 

Tile conccntration of the total nicotinami­
dc adcninc nuclcotides in mitochondria from 
the infarcted tissuc decreased slightly at the 
fourth hour and rcmarkably al the eighth 
hour and this could cxplain the failurc of 
the ox.idativc systems which necd this coen­
zyme such as that for the bcta-hydroxybu­
tyra~e. and the preservation of thosc systcms 
wherc t.hese nucleotides are not involved 
likc the one for succinatc. 
~e potassium concentration diminished 

since the fourth hour and reached the lowest 
level between the eighth and the twelfth 
hours,. probably as a consequence of the dc­
cay of the oxidative phospborylation pro­
cesses. 

TI-re ultrastructural altcrations observcd in 
t.hc cardiac ccll v.•crc dilatation of intcnny­
ofibrillar spaces, disappcarance of glycogen 
granules, rupture of rnyofibrils.. mitochon­
drial s,.vclling with dis.organization and frag­
mcntation of thcir. crist:ic~ lost of thcir gran­
ules and appcarance of bundles of cristae. 
Th~ vacuolatcd type: of mitochondria pre-

11 
\' 
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don1inatcd in prcparations from nornial tis­
sucs. Milochondria with cristolysis and thosc 
of thé cmpty typc wcrc abundant jn prcpa­
rations from thc infarctcd arca togcthcr with 
mitochondria showing bundlcs of cristac. 

Jn conclusion. thc mitochondrial functions 
wcrc found impaired at the time in v-·hich 
thcrc was an almost complete rupturc of thc 
cristac of thesc orsancllcs and this occurrcd 
namcty cjght and twclvc hours aflcr thc ex­
perimental occlusion of the coronary artcry 
in the dog. 

R"5UME. 

Un infarctus antéricur fut produit dans 1c_ 
cocur du chien. par ligature de l'art.Crc coro­
nairc dcsccndantc gauchc. Les mitochondries 
furcnt isolées par ccntrifugation différentie­
lle du myocarde infarci et du tissu normal. 
trente minutes. quatrc, huit et douze heures 
aprCs I'occlusion de la coronairc. Dans c=s 
préparations. on détennina le contróle res­
piratoire. la consommation d·oxygC:ne. Ja 
phosphorylation oxydativc et la concentra­
tion du polassium et des nucléotidcs de nico­
tinami::1e adcnine. Par aillcurs. on examina 
c::s préparations au microscope électronique. 

La synthCse de ra.dénosine trlphosphate. 
liée a l'utilisation d•oxygCnc. diminua dCs ]es 

• prcmiCres minutes de rinstallation de l"in­
farctus dans le mitochondries incubécs ave.e 
de l'hydroxybutyrate. Ce fajt est díi proba­
blcment a des altérations précoces de Ja 
phosphorylation associéc au passagc d•éJec­
trons entre les nucléotidcs de 1a nicotinamidc 
et les flavoprotéines. Quant on employa 
commc substrat du succinate,, Ja phosphory­
lation oxydativc continua jusqu•a la huitiC:rne 
hcure. La synthese de l'ATP tamba a zéro 
vcrs la duoziCme hcurc avec les dcux subs­
trats. Ces a1terations tardivcs sont probablc­
mcnt dues a rattcintc des aulrcs nivcaux de 
la formation d'ATP. 

Les rnitochondñes du rnyocarde atteint .. 
isolées huit hcurcs aprés J"install::ition de l'"in­
farctus ou plus tard 9 consomn1Crcnt moins 
d 11oxygCnc avcc le substrat bcta-hidroxybuty-

'-

ratc, que: ccllcs prélcvécs du tjssu normal. 
En rcvanchc. dans tous les échantillons pré­
parés au cours de douzc hcurcs d'obscrva­
tion en crnployant comme substrat du suc­
cinatc. les mitochondrics du tissu aucint 
conso111Crcnt hi 111é1nc qunnti1é d 11oxygCne que 
ccllcs du rnyocardc normal. La consomma­
tion d 11oxygC.ne n•augn1cn1ait pas dans les 
n-iitochondrics prélevées douzc hcures aprés 
avoir produit 1•infarctus1 quand on y ajoutait 
de l'adénosinc diphosphatc, indépcndamn1cnt 
du substrat cn1pJoyé. Par conséqucnt. dans 
ces cas. le contróle respiratóirc était nul. 

Le contenu des nucléotidcs de la nicotina­
mide adénine. dans les milochondries du 
myocarde infarci. diminua légCrement 3 la 
quatriCme hcure et,, en mesure considérab1e. 
a la buitiCme. Ccci pourrait cxpliqucr la dé­
térioration des syst.Cmcs d•oxydation qui uti­
liscnt ces cocnzynies. tcllc la voie suivic par 
le bcta-hydroxybutyratc. Par contre.racUvi­
té des systCmes oU ces nucléotides n•intcr­
vicnncnt pas, par excmplc, Ja voie d'oxyda­
tion du succinate. était bien consc:rvéc. 

La conccntration de potassium intramito­
chondrial diminua quatrc hcures aprC:s rins­
tallation de l'infarclus et attcignit le nivcau 
le plus bas entre la huitiCmc heurc et la dou­
ziC:rnc. Cela s 11explique probablcrnent par rin­
tcrruption des proccssus de la phosphoryla­
tion oxydativc. 

Au microscopc élcctroniquc. on observa 
notammcnt dilatation des cspaces interfibri-
11ajres, la disparition des granules du .i;lyco­
,p.C:ne. la rupturc des n1iofibñlles 1 le gonne­
ment des rnitochondries avcc dcsorganiz.ation 
et fragmcntation de ses crétcs. la disparition 
des granules mitochondriales et la présence 
de crétes, la disparition des granules mito­
chondriales et la présencc de crétes groupées 
en faisccaux. 

Dans les pr.!parations de rnitochondries 
isolécs du tissu normal. il y avait surtout dc!S 
formes JTiitochondriales de typc vacuolaire. 
En rcvanchc. dans les préparations du tissu 
attcint. on vit apparaitre des élén1cnts mon­
trant des crétcs en faisccaux et on ren1arqua 
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rapparition de mitochondries avcc cristolyse 
et de ccux dits vides. 

En conclusion, cctte rcchercbc cxpérimcn­
talc montra une détérioration de ccrtaines 
fonctions des mit<?Chondrics parallClc a la 
désorganisation prcsquc complCte des crétcs 
mitochondrialcs, particuliCrcmcnt <luns les 
préparations obtcnucs huit et douzc hcurcs 
aprCs l'occlusion de rartCre coronaire anté­
ricurc gaucbe chcz le chien. 
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·Nicotina1nide coen.zyn.~es ·in. heart ·an.d coronary blood 

during inyocarqic;i-1 infarction. 
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1
• 1974.-Nicotinnmidc aclcninc dinuclcotidcs wcrc n1casurc..·d in 

norinal and infarctcd dog cardiac tissuc and in arterial 11nd coro­
',} na.ry sinus hlood. J\fyocardial jnfarction "~tas produccd in thc 

J-tntcrior -·a11 oí thc lcít vcntriclc by liyating thc dcsccnding; coro­
•¡ nary artcry. ~·he dHmai:;c was cvaluatcd by epicardial electro­
~ cardiugrams. Total dinuc1cotides in norrnal cardiac ti!">SUC (nmol/g 
r. wct ""'•t} "\YCrc N"Al) 676. NA1'H2 276. NAl:>J> 430 and NADPH 2 32, 
l and in arterial nnd curonary sinus blood (µmol/kg) NAl) 35 and 

l ~~1~~)~·:f~~~n::~¡~º:~a~f]~:~~~c;.u~0c~~~:;;;:~ ~~:~ lj';,w~:,~~n~ 
f'arctcd tÍ~!'>uc. No statistic111ly significanl changcs _.ere obscrvcd 
in the lcvcl and thc ratio of lhc.sc dinuc]cotidcs in thc coronary 
sinus blood afu.·r occlu-.ion of thc artery. Tilic $otead)• loss from thc 
myocardial iníarcu:d portien may be duc to a lcakagc toward thc 
blood~trcam whh subscqucnt hydrolysis thcrc and/or to thc action 
ofa NAD glycohydrola!f>c ,,·hose acth•it)" is discloscd in 1.hc damagcd 
tissuc. B1ood contains a similar hydrolasc ""·hich.splits addcd di-¡ nucleotidcs. 

t. nicotinamidc adcninc dinuclcotidcs; NAl:> gl)·cohydrolasc; myo-
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cardial ischcmia; dog carcliac tissuc 

THE BLOCKADE of tht• n.·spiratory chain dctcC"tcd in infarctcd 
myocardial ti~~ur !'>oon aftcr: thc ligaturc of thc coronary 
artcrv scclllS to be rclatcd to 1.hc loss of mitochondrial 
nicotinam.idc adcninc dinuclcotidcs (6, 7). ·co,•icr (9) rc­
portcd a lo·w cocnzymc 1 c:-ontc-nt in samplcs obtaincd 2 h 
aftcr c-oronary artcry OC"clusion. In the prcsent '\vork aU of 
1.hc nicotin;nnidC" adC"ninc dinuclcotidcs (NAD, NADH 2 , 

NADP. and N • .l\.DPH 2 ) ,,•ere rnca!'>urcd ~cparatcly in cardiac. 
tis~uc of dogs '"''ith acutc 1nyocardial infarction. '''holc tis­
suc '"''as anal)·zt"d ins\l.•ad of scpa.ratcd fractions beca use: thc 
distribution ofthe nucl~otidcs is liablc to undcrgo vcry rapid 
changcs during thc proccs.!= of tissuc fractionc:\tion (l O). Ow­
ing to thc po~sibility that thc Joss of thc::;c cocnzymes might 
be a rc:-sult of their Jcakagc into 1.hc bloodstrcam .. K.Ai..D and 
NADH:: '"'·ere al!!"o dctcrmincd in blood sa1nplcs takC""n frorn 
1.hc coronar)' sinus. 

MATERJALS ANO METHOOS 

Sixt.y-onc n1ongrcl dogs ,,:cighing l o-=-23. kg ,,•ere dh·idrd 
into \'\-..·o groups: onc for thc study of lcvcls of nicotinamidc 
.adcninc dinuclcotidcs in normal cardiac tissuc (normal 
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hcarts) :1nd tÍn: othcr for tlic !'tudy of thc c~ntcnt of thcsc 
nuclc..·otidcs in n1yor:;u-dial tissuc ;Jnd in thc coronary sinus 
blood during: thc c:s:pcrin1cn1:11ly p1·oduccd cardiac infarc-
tion (infarctcd hcarts). . 

Ñurma/ hearts. Thc hcart , ... •a:i; cxciscd from 26 dogs nncs­
t11ctizcd ""·ith intravcnous pcntobarbitnl (30 mg/kg). Jn 16 
of thcsc animals thc organ ""'as jmn1cdiatcly pcrfuscd '"'·jth 
40 mi ofcold 0.05 M nico1inamidc (Sigma N3376) in Ringcr 
solution injcctcd through both t.hc dcsccnding and thc cir­
cumflex branehcs of thc lcft coronary artcry. 'Thc rcmaining 
JO hcarts 'vcrc pcrfuscd '"'·ith plain Ringer solution. Four 
sa1nplcs of thc lcft ven tri ele. \\"'"º from thc anterior_ ""·all and 
t'"''º from thc posterior. '"ere takcn from cach hcart. ~1anip­
ulations of thcsc samplcs nnd 1ncasurc1ncnl proccdurcs of 
NAD.., NADH!!. NADP. and !'ADJ>H:: '"''ere idc..·ntical to 
t.hosc dcscribcd bclo,,• undcr rardiac tis..c;uc ,;.a1nplcs. 

Infarcleá }1earts. "Thirty-fivc dogs ,,·ere nncsthcli:.!cd as dc­
scribcd abovc. and aftcr trachcal intub"tion posith·c-prcs­
surc ,·cntilation , ... ·as maintainc-d '"'·ith a Palmcr pump using 
room air. i"hc cllicst '"''ª~ opcncd via a lcfl intcrro~tal inci­
sion, and thc )C'ft dcsccnding coronary artcr)· Vl.'ilS ocduded 
ncar its origin in onc stcp. 

Unipolar cpicardial clcctrograrns wcrc rc..·cordrd by plac­
ing thc cxploring clcctrodc on cight points of t.hc anterior 
asp~ct of thc lcft. vcntriclc (5). Thc cxploring clcc~rode , .... ·as 
a cotton p:id '''et in '""arm isotonic NaCl solut.ion~ anachcd 
to the tip of thc Jcad. and strctchcd and twistcd at i~s free 
cnd. One set of rccords ,,·as takcn 30 min aftcr thc arterial 
occlusion and thc othcr 5 min bcforc rcmoving the heart. 
Thc dcgrcc of thc injury '"'·as cstiinatcd roughly by thc mag­
nitudc of thc RS-T scgmcnt displacc1ncnl. SubcndoC""ardial 
and transmural necrosis '"'·ere rcvcalcd by pathological Q 
'''aves (,,·idc and slurrcd) and QS complcxcs, rcspcc1ivcly. 

Ca,-Jiac tissur somj1/es. T"'<.•nty-scvcn of tht·se 35 dogs ,,.ere 
di'\'idcd into four groups and sacrific-ed 30 min,. and 2, 4, 
and 48 h, rcspcctivcly. aftcr t.hc coronary artcry Jigation. A 
rt'"movablc Jigaturc "·as pl<t.rcd.in thc artcry of thc 4lnimals 
of thr flrst thrcc groups, 4lnd a pcnnancnt bond '"'"ª~ put in 
thosc to be kcpt alivC 48 h. ln thi!; group thc chcsl ,,·as 
closcd by su1uring. and the aniinals ,.,;ere n'l;JÍntaincd anc:s­
thctizcd '"''ith sporadic intr;i.pcritoncal injcctions of pcnto­
barbital (128 mg). All dogs rcccivcd a continuous intra­
vcnous infusion of l O% glucosc solution {1.5 ml/n'lin). 

Thosc arcas on t.hc lcft vcntriC'lc which sh0""1t'd thc grt·at­
cst clcctrophysiological damagc Vi.•crc marked v.:ith colorcd 
pins. ln1mcdiatcly aftcr thc hcart '"'·as removed. thc coro-
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nar)• Jig;11ur~ ·w:t'.S loo,,.rnc·d :ind thc- lt·ft vcntrirlr ""ª!to pt.·r­
ÍU!oot0d vdth tht• nirotinounidc ?-ulution. Thc tin1c c.•lap:i.rd bc­
"''ct·Íl rc.!J110\.':tl and pcrfusion ,,·as lc~5 than · 2 ni.in. J·h~arl5 
frorn dogs !l>:1crifirc.·d 48 h aftt~r thc coronary occlusion '\'\•ere 
not pcrfuscd. T\vo ,;amplcs oí dainngc.'"d 1is?10uc (jnfnrctcd 
ti~suc) and "vo from thc posterior '"'·ali nt~ar thc ventricular 
base (noninfarctcd tissuc) v.•crc takcn !rom cnC"h hcart by 
11sing a J.27-cm cork borcr. Each samplc COIJsistcd or ap­
prox-i1na1cly 500 mg of ti5suc wct ""'cight. 

Tis. .. uc cxtracts to n1casurc free and bound nicotinamidc 
ndcninc dinucll·otidcs Wl.'TC prep•src-d folJo,·•l.'ing thc n1cthod 
of L.oV1.0ry. J>itssonn<-"au. Schulz1 .and Rock (11). Onc ~:unplc 
of inf;1rc1cd ;1nd ene of noninfarctt·d tissuc ·wcr<.~ iin1ncrscd 
inln1c:-diatcl)• in scp:tra1c roolc:d ,.,,•cighing bon les rontaining 
4 mi of arid nwdium (O.O! J\.1 H,SQ, and 0.1 J\1 Ka2SO,). 
T'\0\1 0 analogous s:nnpk·s '\.'\'ere trc;11cd sÍJnilarJy "·hh alkalinc 
1ncdium (0.02 N NaOH "·hh 0.5 ml\.1 L-c-ystcinc-HCJ. 
írcshJy m~dc). Thc ti~suc fragrncnts v.tcrc cut ,,.-ith sdssors. 
and thc fiasks v..•crc '\'\'CÍghcd again to determine thc cxact 
amount oí thc samplc. Thc time clapscd bctwC"cn thc rc­
rnova] oí thc hcart and thc immcrsion of thc tissucs in thc 
n1cdia , .. •as around 3 min. FinaJJy. cach spccimcn v..•as sus­
pended in 20 m] of mcdium. n-Hcxanc v..•as addcd to thc 
cxtrac1.S bcforc C"Cntdfugation (3). 

Thc tcchniquc of Lowry. Robcrts, and Kapphahn (12) 
'''as utilizcd in thc mcasurcmcnt of thc dinuc]eotidcs. 

Coronary sinus b/ood sampl~s. In thc rcmaining cight dogs. 
onc cathetcr \'\'35 introduccd into thc femoral artcT)' and 
an·othcr inlo the coronary sinus via thc right auridc. Thc 
tip of thc sinus ca thetcr '\'\.'as placed at thc outlct or thc vena 
cordis magna (8). and thc position of thc cathctcr apcx """'as 
vcrificd rnanuaJly during thc cxpcrirnent. Hcparin (500 
U/250 ml) in 10% glucosc solution v..·as C"ontinuousJ)r in­
fu5cd through thc sinus cathctcr (60 ml/h). Arteria] and 
coronary sinus blood rontroJ samplcs '\'\.'ere ,,·ithdra"'·n 
simuhancousl)·· Thc first samplc ''\'35 takcn befare thc ar­
terial occJusion, and othcrs ,'\·ere takcn 2. 4. 9. and 23 h 
aftcr t.hc dcs.ccnding branc-h oí thc JCft coronar)r artcry v..·as 
occludcd. 

At. lcast 10 nU of blood ,,·ere aJlo\'\'Cd to drain by t.hc 
cathctcrs bcforc spccin1cns approximatcly cquivalcnt to 250 
mg VJ'CTC takcn \'\'Íth 1 ml fficdical-typc S)Tingcs fitted with 
Chancy adaptors (Hamilton Co.). T,vo blood samples from 
cach cathctcr '\'\.'CTC immcdiatcly transferrcd into pa·c­
v.1cighcd tubcs containing 7.8 ml of alkalinc mcdium (0.1 l\.1: 
Na,CO, and 0.02 J\.f NaHCO,) and 9.3 mi of acid mcdium 
(0.01 J\.1 H,so, and O. J J\.f Na,SO,). rcspcctivcly (11). Lcss 
than 30 s clapscd bctv.:ccn thc rcmova] oí thc blood samplcs 
and 1.heir mixture ·with the media. Once thc blood had bccn 
addcd, the tubcs ,,·ere '\'\'cighcd again. Finally. thc samp]cs 
·wcrc brought to a 10-ml volumc. 

Thc NAD and N.~DH:: in thc blood cxtracts V1.·crc mcas­
urcd by an cnzymatic cycling mcthod (11). '\TaJucs are cx­
prcsscd in micromolcs pcr kilogram of blood and on t.hc 
basis of a hcmatocrit valuc of 45 %. sincc thc buJk of thesc 
dinuclcotidcs is contained in t.hc red cclls (4). 

RESULTS '· 
.J\T'oTma/ llearls. Tilc mean valuc of thc NAD containcd in 

thc t.issuc samplcs from normal hCarts appcarcd highcr '"·hcn 

~l.":.S;J:z. C.'\L"\.'".I\, HH.10="1:..c; •• l\~l> 1 .. ÓPJ:Z-SOH.l.'\SO 

tlw lc-ft vc-ntrk]r '".ª'° lx.·1·fu ... t•d 'vith thc niro1in:1111idt.• ,.o]u­
tion th:tn '\'\·hcn pt·ríusrd onl)· v.·hh n.inscr. Thc ,.aJucs for 
tht·. 01J,cr dinué-Jc..·01idcs did.not chnngc :-.ignifir.;1ntl)• (Table 
1 ). - . - -

Thc average· lcvcl Of thc total nicotinamidc adcninc di­
nucJcotidcs in thc anterior 'vaJJ oí thc lcft vcntridc from 
thc dog hcart was 1,007 :±: ·106 (11mol/g wct wt), which in­
cludcs 676 :±: 50 ofNAD, 276 ± 36 ofNADH., 43 :±: 14 oí 
NADP. and 32 :::!::: 5 of NADPH2. Similar va]ucs wcr<" found 
in samplcs takcn from thc postcdor wall of thc rardiac Jcft 
vcntrklc (Table 2). 

/11f~11·ctrd hrurls. Thc average ronc-cntrations of NAD. 
NADH:. NADP. nnd NADPH 2 in thc noninfarc:tcd C"ardiac 
tissur '\'\·ere :iin1ilar to tho.o;c found in sainplcs from normal 
hcarls, cx<"cpt thc NAD valuc.• in thc 48-h s:u11plc. "•hich v..·as 
ni·ound J 7 ~;;. Jo·wcr (Figs. J • 2). 

In thc infarrtc.·d rardiar tissuc t;1kcn 30 min aftcr thc 
Jigaturc oí thc artcry, thc average leve],; of thc..·sc dinuC"]C'O­
tidcs wcrc not difTcrcnt from thosc found in tl1c nonin­
farc:tcd !l>amplcs; howcver. thc rontc.·nt of cach onc of the 
four c-ocnzymes dccrcascd rcmarkably Jater on (Fjgs. J. 2) .. 
Thc NADH 2/NAD ratio v..•as found to havc increascd 2 h 
aítcr thc arterial occ]usion. 

ln thc coronaT)' sinus blood removed beforc thc ligaturc 
of thc coronary artcry. thc conccntrations of NAD and 
NADH 2 v..·crc thc samc as thosc found iii thc femoral artcry 
bJo~. Thc NAD rcprcsentcd approximatcly 60 3 of thC 
total nicotinamidc cocnzymes. Aftcr thc arterial ocdusion. 
no significan\ changcs v.tcrc obscrvcd in thc leve] and thc 
ratio of thcsc dinucleotidcs in thc blood takcn from t.hc 

TABLE J. Effrct of nicotinomiár }'erfusion º" nicolirwmidr adrnine 
dinuclrotidr ccmlrnl of lrfl vrnlriclr onlrTÍor UJal/ of the dog /,rarl 

NAD 
NADH:s 
NADP 
NADPHs 
NAD ='= NADP 
NADHs + NADPHs 

RinarC'f \\"ithout 
Sicotinarnide 

(.1 - JO) 

5)5 ±: 62 
250 ±: 29 

51 ± 16 
25 ::!:::: 14 

531 ± 54 
275 ±: 31 

Rinl"er \\ºJtb 
Xica1in.amidc 

( .. - 16) 

661 ='= 75 
272 ::l= 33 

45 ± 15 
32 ± 12 

681 :!:; 106 
300 ± 45 

Valucs are mcans ± so; n - numbcr oí dogs. 

<O.OCH 
<0.20 
<0.40 
<0.30 
<0.001 
<O.JO 

TABLE 2 .. Lrvr/s of nicotinomidr odrninr dinudeotidrs in the 
lrfl vrnlriclr of t/1r normal dog l1rarl pafuud with 
nicotinamidr immrtliately aflrr its Trmoval 

NAD 
NADHa 
l'OADP 
Z.:ADPHa 
NAD+ NADP 
NADHa + NADPHa 
Total• 
NADH1/NAD• 
NADPHa/NADP• 

Anteorior \\'.ali 

676 ::1:: 50 
276 = 36 

13 ::1:: 14 
32 = 5 

697 = 84 
:uo ::1:: 39 

J,CXJ7 ::1:: 106 
0.40 :t: 0.04 
0.81 = 0.31 

Valu- a.Te mcans :t:•D; numbc:r oídos• - 12. 
1ho•c: c:zpcrirnc:n1ally dc:1c:rmlnc:d, 

P~tcrior \\'ali P '\'alucs 

629 = 80 <0.2 
2&4 = 30 <0.4 .. = 10 >O.B 

34 = 11 <0.7 
6>4 = 79 >0.9 
299 = 24 <O.!!> 
903 == 81 <0.2 

0.41 == 0.04 <0.!io 
0.84 = 0.:11 ·>0.9 

'· 
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c-uronary sinus (Tablt·s 3; '4). c·vc.·n 1hough 91\Jnornl;1l 1r.,,cinss 
"'ere ;1pparcnt in thc c.·pirardÍ;t) clc.·cti:-osr.aJTI..~. 

TJ1c l1cmatocrh'in thc animal~ rc2naincd nl1no,.t tl1c 5-,mc 
during cach onc oí ~11 thc CXJ>eri~cnt5 {::!:~ ';;, oí. thc. initial 
v:.tluc). · 

1>1SCUSS10N ~ 

Thc nicot.inamidc addcd tO thC ·.Ringcr. 5olution uscd to 
pcrfusc "thc hcart probably inhibil5 (J _3) thc · NAD glyco-
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Fso. l. Changcs in leve] of NAD Bnd NADHa".in".Wdiac :musclc 
.·from dogs whh experimental snyocardial. infarction~,~-Non,infarctcd 
'\v.~.:·--. Jníarctcd tissuc ----.. Evcry point ~cpr~cnts average rc­
Ji.• .. dt oí a. 7. 7. and 5 animals studicd at J/2,.. 2• 4.'itnd 48 h aítcr in-
:íarcti~n. rcspccüvcly. · · .. · '· :« · 
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FIO. 2. Changcs in lcvcl ofNADP and NADPH2 in cardiac musclc 
from dogs 'With experimental myocardial infarcUon. Dcscription is 
samc a.s for Fig. l. 
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hydrol;,sc aC"th·h)· prci-.rnt jn do~ r:srdiac ,¡,,. .. uc (unpublishrd 
d:Un) and C"Oll~tº<¡Ucnt)}• pt·c.·V4.•111S 1hC f4'tll (around 22 '°,'¡,) OÍ 
XAD oüscr,·rd in hc.·aru p<.·rfu~t·d only ,,•j\h ll.ingcr. This 
intcrprcunion probabl)• cxplains thc J 7 'h, fall obscrvcd jn 
~thc noninfarctcd til'>suc takcn frotn thc nonpcrfuscd hcart!l of 
dogs sacrifiC"cd 48 h aftcr thc coronary artcry lig4-iturc. 

Thc figures publishcd by :Micha) el al. (14) for NAD. 
NADH 2 , and NADPH 2 jn dog myocardial control tissuc 
appcar whhout thc units in ,,.hich thcy '"'ere rncasurcd; 
thcrcforc. thcy cannot be uscd a1' a rcfcrcncc. Govicr (9) 
rcportcd a n1can of 3.13 µmol of rocnzyn1c l/g dry dog 
r.ardiac tnusclc (min 2.31 and rnax 4.15) 1 '"·hich c-orrc­
sponds to 689 nn1ol/g wct wt r.¡slculatcd on thc ba~;,_ of a 
78 o/,, "•a ter contcnt ( 15). Su ch a figure is shnilar to tllc 
NAl::> valuc found in thc prcscnt v..•ork for samplcs t;skcn as 
noniníarctcd tissuc. 

\Ve are ª"·are that thc N'Al)P ;ind NADPH 2 figures may 
involvc an jmportant error bc.·causc ofthcir sn1nll magnitudc • 
Al!>o. it is pos~iblc that a ch¡ingc in thc rc-dox sunc of thcsc 
cocnzyrrics may havc occurrcd during thc time clap~cd sincc 
thc rcmoval oí thc hcart and thc prcparation of thc tissuc 
cxtracts. Conscqucntly. thc NADH2/NAD valucs probably 
do not. rcficct. thc jn vivo redo>.: statc. Ncvcnhclcss, sincc 
both noninfarctcd and infarctcd tissucs wcrc trcatcd cqually, 
thc obscrvcd diffcrcnccs bctwccn thcrn are valid. · 

Govicr (9) rcportcd a NAD loss oí around 75% at .. thc 
2nd h aftcr thc arterial occlusion in comparison ""'ith zcro 

· time lcvcl. Howcvcr. for a shnilar sólmplc ,...,e obscrvcd a 
mean break.do'"º" of around 28 c?c •• This discrcpancy sccms to 
rcflcct thc diffcring conditions u5cd to prepare thc cxtract.s. 
In hcarts cxci5cd from ani1nals sacrificed sorne hours bcíore. 
Micha! et al. (14) found that thc lcvcls of NAD and 
NADPH 2 diminishcd and those of KADH:!' incrcascd. 
Again. any differcnccs bctVllccn our rcsults and thcirs are 
probably a function or importan\ diffcrcnccs bct."'·ccn t.hc 
tcchniqucs used to achicvc complete anoxia of thc "·holc 
hcart in t.hc dcad animal and thosc uscd to provokc t.hc 
clcctrophysiological damagc in a small portian of thc lcft. 
~ntr~~ . 

Furthcr work is ncccssary to study thc changcs only of 
thc free '\.vit.hout including t.hc protcin-bound dinuclcotidcs 
in t.hc iníarctcd tissuc (10). 

NAD and NADH 2 conccntration lcvcls in arterial and 
coronary sinus blood of normal dogs apparcntly havc not 
becn rcportcd bcforc. Axclrod and Elvchjcm (2) publishcd 
valucs of cocnzyrnc l only for vcnous blood Vi.•hich rangc 
from 77 to 100 µmol/kg. 

Thc loss of NAD and 1'ADH: from thc infarctcd tissuc 

TABLE 3. úvds of oxidi;:,ed and reduc.ed nic.otinamiJe adenine dinucleotides in arterial blood 
of dogs with myocardial experimentO/ in/arel 

Time. h. Ahcr Li¡:ation of t.hc Coron&Q· Arlcry 

NAD 
NADH2 
NAD + NADH, 
NADH./NAD 

º· 

35 :!: 6 
24 :!: 6 

. 59 :!: 12. 
o.67 :1: o.09 

(8) 

41 :!: 7 
28 :!: 4 
69 ± 11 

0.70 ± 0.03 
(5) 

Valucs are mcans ± so. 'With nu1nbcr ar animal~ in parcnthcscs. 

38 :!: 13 41 ±2 
30 ± 7 23 ±3 
65 ± 17 65 ± 5 

0.67 ± 0.04 0.57 ± 0.07 
(8) (2) 

40 ± 1 
22 ± 2 
62 ± 3 

0.57 ::!;:. 0.03 
(2) 
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Tl'ltL1: 4. J.,.,,.,./s of oxitli:::.ul anti uducrd nfrotinumidr adrni71r dim1</rntidrs in '01tmnr>" sinus blood 
uf Jogs with m.>'tJf'urdiul rxj1t7f1nrntal infout 

o 2J 

·¡..,.•l/A& bl.H W'i1A .fJ3 At-•l11crl1 

N/\D ,,:. 33 = 3 
24 = 3 
57 = 9 

41 ± 2 . et· -'36''± a· SS± 3 
24 = 4 
62 = 7 

40 = 2 
23 = 2 
63 = 4 

NADl-ls .28 ="• .·:'" - : 27 = 8 
N/\D.+ N<'DH1 
N/\DH1 /N/\D --

68 ± 9 _ ..... '.-.-/, 6Ld: 15. 
0.70 :::t: O!JJ·~ 

(8) 
. 0.67 = o.oo = .-: -··~ 0.6!l = 0:11 

(5) . - (8) 
O.GI ± 0.04 

(2) 
0 .. 59 :::!: 0.02 

(2) 

Vuluca are n•cans ::1: so. with nu1nbcr oí anin1a)s in pnrcnthcacs. 

wa5 not rcflcctcd in thc c-onccntration oí thcsc dinuclcotidcs 
in thc "'•holc coronary sinus blood. Alivisatos. Ka!'hkct. and 
Dcnsicdt (J) :;;.uggcstcd that thc NADasc -or thc ··rabbit 
crytltrocytc i~ distdbutcd in thc rncmbraTic in such a man­
ncr that h is capablc oí.rcacting with substratc in externa} 
mcdium, and conscqucntly NAO cannot cxist in thc circu-

. lating blood plasma. Bishop, Rankin, and Talbott (4) con­
firmcd that thc blood nuclcotidcs do not appcar in human 
plasma. \'Ve found that NAD addcd in vitro (1 X 10-• 1'1) 
to a dog blood dilution was rapidly hydrolyzcd to nicotina­
midc (65 nmol/min, mi of blood), -whcrcas thc NAD 
naturaUy containcd in thc blood cclls "\Yas not dcgradcd 
undcr such conditions. Thc dccomposition of NADH2 also 
occurrcd although ata s]o"W'cr ratc (2.6 nmol/min pcr rnl). 

Thc stcady loss of thc nicotina mide adcninc dinuclcotidcs 
from thc cardiac infarctcd tissuc rnay be duc, thcn. to a 
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·NAD glycohydrolase activity in hearts with 
acute experimental infarction 
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NúNEz. RosAR10 1 EoMÜNoo CALVA, J\fEYTHA MARSCH. 
ELJSA BRJONES, AND FERNANDO LórEz·SORJANO. NAD glyco­
hydrolase activity in hearts with acute experimental infarc­
tion. Am. J. Physiol. 231(4): 1173-1177. 1976.-Myocardial 
ischcmia was produced in dogs by occluding t.he dcsccnding 
coronary art.cry. NAD decreascd in t.he ischcmic tissue t.aken 2 
h aflcr t.he arterial ligature, and an cquivalent. amount oí 
nicoliriBinide '"'"as det.ect.cd inst.cad. A furl.her breakdown oc­
currcd y..•hcn f"ragrncnts of ischcrnic and nonischemic tissue 
were incubated at. 37ºC. In contrast.. NAD cOncentration rc­
mained unchangcd for as long a.s 60 min in incubat.ed frag­
fuents from normal heart. When normal t.issue was homoge­
nized, an immediate hydrolysis ofNAD was observed with the 
f"ormat.ion of st.oichiomet.ric arnount.s of nicotinamide. An ex­
cess of nicotinamide complct.ely inhibited t.he NAO degrada­
t.ion. The NAD glycohydrolase act.ivit.y assayed in vitro was 

·similar in normal. ischemic. and nonischemic cardiac homoge­
nates. The conclusions are t.hat t.he NAO loss in the ischemic 
heart is due t.o thc t.issue NAO glycohydrolase activity and 
t.hat t.he cell disorganization provoked by t.he occlusion ofthe 
corona.ry art..ery seerns to facilitate t.he rcact.ion bct.ween t.he 
subst.rat.e and t.he en.zyrne. 

myocardial infarct.ion; ischemic and nonischemic cardiac t.is­
~es.; dog heart.; nicotinamide 

STUDIES PREVJOUSLY CARRIED OUT in our laborat.ory 
showed that nicotinamide adenine dinucleotides <NAD, 
NADH2 • NADP, and NADPH2 ) levels decrease in my­
ocardial dog tissue after the ligature of a coronary ar­
tery while no significant changes occur in the concentra­
tion of these compounds in blood taken from the coro:. 
nary sinus (16). The purpose ofthe present work was to 
seek an cxplanation for the low ]evcls of NAD in dog 
ischemic cardiac muscle. 'Ve looked for NAD glycohy­
drola..se CNA:r;>ase) activity analogous to that previously 
described in hearts from rats (11, 18), guinea pigs (7), 
mice (20), and rabbits (9). 

1'.!ATERJALS ANO METHODS 

Myocardial infarction v.·as provoked in eight. mongrel 
dogs anesthetized with intravenous sodium pentobarbi­
t.al (30 mg/kg body wt). Aftcr tracheal intubation, the 
animals werc artificially ventilat.ed ·wit.h a Palmer res­
pirator pump. A left thoracotomy was performed at the 
leve] ofthe f"ourth intercostal space and the lcft dcsccnd­
ing coronal")-~ artery occluded near its origin. Through 

the femoral vcin thc animals reccived 250 ml of 0.9% 
(wt/vol) NaCl solution initially, and'during the rest of 
Íhe cxpcrimcnt a 10% (wt/vo}) glucose solution at the 
flow rate of 60-70 ml/h CHoltcr pump RL75). The dogs 
wcre kept anesthetized by sporadic int.TapcritoneaJ in­
jcctions of pentobarbital (]28 mg). Sodium penicillin G 
(1,000,000 U) was administ.ercd before surgery and 12 h 
)atcr. The pcricardium and t.he thorax were sutured 
only in those animals maint.aincd alive f"or 24 h. Befare 
excision ofthe heart the ischemic portian in the anterior 
watl and the nonischemic region in the posterior wall of _ 
the left ventricle were dclimited on the basis ofunipolar 
epicardial electrocardiographic records (4). Four of the 
animals were sacrificed at 2 h and the other four at. 24 h 
after the arterial occlusion. 

Hearts from 45 nnesthetized dogs wcre uscd as normal 
cardiac tissue. · 

Normal and infarct.ed hcarts were immersed in ice­
cold 0.25 M sucrose immediately after their _removal,, 
and thcn 80 ml of a sucrose so)ution v.1ere pcrfused to 
each heart through thc left and right coronary arteries. 
Tissue samplcs were blotted with filter paper and frag­
Illents írom them cut with a cork borer. 

The stability of cndogcnous NAD and nicotinamide 
was studied in v.•hole fragnaents and in homogenat.es of 
myocardium. Fragnlents of normal, nonisChemic and 
ischemic tissue weighing approximately 1 g were placed 
in glass cylinders and incubated at 37ºC in a water bath. 
The tirne O fragmcnts v.·ere received in beakers conta.in­
ing 8 ml of an ice-cold mixture of 5% (v.'t/vo]) perchloric 
acid and 0.125 1'.1: sucrose> minced "Y.·ith scissors. and 
homogenized for 3 min at ice-v.·ater temperature. At tbe 
completion of the varying incubat.ion times an addi­
tional acid homogenatc v.·as similarly prcpared from 
each fragment. Homogcnatcs for the study ofthc stabil­
ity of bot.h compounds wcrc prepared from normal 
hearts as foJJows. A 4-g sample was cut int.o smaller 
pieces '"ith scissors in 16 ml of each of the follov • .'ing 
three icc-cold rncdiums: 0.25 1\1: sucrose, 0.50 M nicotina­
mide. and 1.5 ]\.1: nicot.inamide. The conccntration ofthe 
nicotinamide solutions v.·as adjusted t.o the tissue sam­
ple wet wcight (1.5 and 4.5 mmol/g, respectively). The 
minced tissue v.·as homogcnized during a 90-s disinte­
gration period in an all-glass hornogenizer immcrsed in 
a NaCl icc-cooling mixture. Three millilitcrs of cach 
suspcnsion v.1ere immediat.ely received in an equal vol~ 
ume of icc-cold 10'7o perchloric acid and additional sam.:. 
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ples '-''CTC inactivat.ed afi.cr varying times of incubation. 
Studies wcrc conduct..Cd al vnrious incubat.ion tcmpcra­
turcs v.•ith cndogenous or cxogcnous NAD. 

Thc octivit.y of NADase v.•as mcaFOured in homoge­
nates prcparcd from normal heart.s and f"rorn ischernic 
and nonischemic tissue samplcs. Onc gram oftissuc was 
homogcniz.cd in 20 ml oficc-cold 0.25 M sucrose and the 
cnzymatic assay was done as follows: 2 rnl of 0.10 M 
sodium phosphatc bu!Tcr at pH 7.4 and 7 rnl ofhomoge­
natc werc prcincubated for 3 rnin at 37ªC. Thc reaction 
was st.artcd by thc addition of 1 mi of 0.01 M NAD 
(Calbiochcm. 481911), pH 7. Thc final pH ofthe incuba­
tion mixture "''as approxirnatcly 7 and the optima) enzy­
mntic activity occurrcd in thc 5.5-8.0 pH range. A 2-ml 
sample v.•as "'·ithdrawn irnmediat.ely aner mixing and 
discharged into 4 ml of ice-cold 8% pcrchloric acid. A 
sccond sample was inactivated 15 min later. 

NAD and nicotinamide wcrc measured in all thc acid 
extracts. NAD was cstimated enzymatically (6) by 
transferring 0.4-1 mi of each acid cxtract into 10-mm 
cuvettes containing 2 ml of incubation mixture (0.3 M 
Trizma base (Sigma, Tl503), 0.5 M ethanol <Merck, 
200972), pH 10.8). The total volume was 3 rnl. A refer­
ence with 0.4 mi of 0.33 mM NAD solution was always 
included. Afl.er the initial absorbance at. 340 nm was 
recorded in a Zeiss PMQ 2 spectrophot.ometer, the reac­
tion was initiatcd by adding 0.05 mi (50 U) of alcohol 
dehydrogenase (Sigma, A7011). The stcady end-reading 
absorbance was taken 2-3 rnin later. Nicotinamide was 
rneasured according to the method of Pelletier and 
Campbell (17), as described by Strohecker and Henning 
(19). The pH of a 2-rnl sample of each acid extract at 
room t.ernperature was adjusted t.o the 4.7-5.3 range by 
adding approxirnat.ely 2.2 mi of0.5 M Na2 HP04 • A 1-ml 
sa.znple ofeach oft.hese neutralized extracts :v--'BS used for 
t.he assay, and a standard solution of nicotinamide 
(Sigma. N3376) containing

1
10 µg/rnl in neut.ralized per­

chloric acid was included as a reference. Nicot.inamide 
was stable in ice-cold 5% perchloric acid fbr at least 5 . 
days, in contrast t.o the statement of Pelletier and 
Campbell (17). 

RESULTS 

Stability of NAD and Nicotinarnide in Fragrnents 
and Homogen.ates of Cardiac Tissue 

Normal hcarts. The levels ofNAD and nicotinamide 
in fragments from normal heart.s 'Were vvell preserved 
during incubation times of 45 min (four dogs) and as 
long as 60 min (four dogs) (Fig. 1). 

A remarkable decrease ofthe endogenous NAD anda 
stoichiometri.c increase ofnicotinamide occurred as soon 
as the normal cardiac tissue v.·as homogenized CFig. 1). 
The NAD degradation rate depended on the t.ernpcra­
ture of irlcubation {Fig. 2), and no hydrolysis v • .-as ob­
served in the presence ofa high conccnt.ration oínicotin­
amide (4.5 mrnol/g wet wt tissue) (Fig. 3). Moreover, no 
changes in NAD and nicotinamide levcls v.·ere detected 
·when the homogenate VI.' as prcpared in 'perchloric acid 
and then incubatcd at 37ºC. 

\Vhcn exogenous NAD '""'ªS added to homogenat.es 
previously depleted ofall the tissue NAD by preincuba-
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na. 2. Rat.es of degradation oC endogenoua (open syinbols) and 

exogenous (solid s,ynibols) NAD in homogenates incubated at. diJTer­
ent temperatures and prepared f"rom a normal heart.. Dog :1.5. 

tion al room t.emperature f"or 30 min. the rates of degra­
dation at diffcrent tempcratures W'ere similar t.o those 
observed with endogenous NAD CFig. 2)- For t.hese ex­
periment.s t.he amount ofNAD added to each incubation 
mixture v.·as of the same order or magnitude as t.hat 
íound in the time O sarnples of homogenates prepared 
from normal heart.s. 

Nonischcm.ic tissuc. The initial cont.ent.s ofNAD and 
nicotinamide {nmol/g) in nonischemic tissue from 
hearts removed 2 and 24 h after occlusion oí t.he artery 
were similar to t.hose found in normal heart.s. However,,. 
a cert.ain amount oí NAD vvas hydro1yzed stoichiometri­
cally to nicotinamide v.·hen fragments oí t.his nonis­
chemic t.issue were incubatcd at 37ºC (Table 1). This 
finding contrast.s '"•ith the st.ability observed in írag­
mcnts from normal hearts incubat.ed under t.he same 
conditions. 

Ischcrnic tissue. Thc NAD content in ischcmic tissue 
taken from hearts 2 h aft.er ligature was lov.·er than in 
nonischcmic tissue. and thc nicotinamide increase '"·as 
approxirnat.ely equivalent to the NAD loss. Further­
more, V1.·hen íragments oí this tissue were incubated at 
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:P'lC. 3. lnhibition oí lhe endogenoua NAD hydrolysi& by nicoLin­
amide addcd lo &uspenaion mcdium befare homogcniz.alion. Control 
homogenat.e <•>. homo¡;cnat.es with 1.5 <•> and .C.5 (0) mmol nico­
t.inamide/g tissue. Dog 17. 

TABLE l. Initial content and st.ability ar NAD and 
nicotina711ide in tissue fragrnents front dog -
hearts with experi111ental infarction 

Jnit.ial Cont..enl Pod.inCYballoa Cont.ent• 

NAD Toe:.t NAD 

NoniacMnüc .. , , .. .... 3"2 "" ........ 245 ... - UJ 

" Noni~c 410 101 ... --lochomlc 341 ,,. 615. 123 

24 h aft.e.r ~ronary DCChulaa 

3 Nanl-'-lc .. """ :MO ........... •1 .. 75 .. 
4 Nanl.........., 401 , .. .,. .... 

l.chemle .. , .. 117 

Nicat.i12-
amide 

172 
381 

193 ... 
... 

>7 ... 
100 

... ..,. ... . .. 

... .. 
510 
187 

A.,eriare v.lues .,... ·~ - nrnol/s -C"l wt. ~ 9e'pflrat..I!' analyaia ~ two o-ue 
aanaples t.ali.en from each •rea. • ]ncubal.ion pcriad. 30 rnin a1. 37"C.. 

37ºC the changes in NAD and nicotinamide levels were 
~ore notable than in the nonischernic t.issue. 

In the ischemic tissue removed 24 h after arterial 
ligature the initial levels of both compounds were very 
low, and no further changes were observed aft.er the 
incubation of fragment.s of this tissue (Table 1). 1t is 
possible that by this time most of the NAD may have 
been hydrolyzed and the nicotinamide leaked to the 
bloodstream. 

NAD Glycohydrola.se Activity 

The NADase activity assayed in vitro '"·jth an excess 
of exogenous substrat.c was of the same order oí magni­
tude in homogenates prepared with normal, 2- and 24-h 
ischemic and nonischemic cardiac t.issuc samples. More­
over, the amount of nicotinamide released ,,\tas always 
equivalent to the NAD hydrolyzed (Table 2), and no 
hYdrolysis v..·as observed in the presence of a high con­
centration ofnicotinamide (4.5 mmol/g 'Wet v..-t t.issue). 
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Our data dcmonstrntc the prcscncc of NAD glycohy­
drolasc in dog hcnrt homogcnntcs on thc findings that 
no cxogcnous or endogcnous NAD v..·as hydrolyzcd when 
an cxccss of nicot.inamide v..· as added to t.hc incubat.ion 
mixture, t.hat. nicotinamide spccifically inhibitcd t.he 
NAD3sc with no action on the NAD pyrophosphatase 
(15), nnd thc amount of NAD degraded was always 

·equivalcnt. to thc nicotinamidc formed. Conscquent.ly, it. 
seerns rcasonnblc to assume t.hat. this a.ctivit.y is rcspon­
sible for the degradation of the cndogcnous NAD ob­
served in t.hc ischcmic cardiac tissuc v..•hilc the infarct.cd 
heart remains in thc dos and that notcd during the 
incubation of fragrncnts of t.his tissuc at 37ºC. 

Thc fact that thc spccific activity ofNADasc as dcter­
mined undcr optirnal assay conditions was similar t.o 
homogcnat..es from normal, acutely nonischcmic, and 
ischcmic cardiac tissues is rcmarkable since all of t.he 
cnzyme activities studied by Gudbjarnason et al. (10) 
showcd significant. changes in ischcmic t.issue ext.racts 
24 h aft.er coronary artery occlusion. 

The extreme conditions of anoxia and ischemia under 
which fragment.s of normal hcarts were maintained in 
vit.ro at 37ºC were not harmful enough t.o stimulate 
degradation of the endogenous J;-lAD during a short 
·period of incubation, W"hereas the partial int.racellular 
disorganization occurring in t.he ischemic tissue after 
the arterial ligature (5, 13) and the total mechanically 
induced disn.iption occurring during t.he preparat.ion of 
the homogcniz.ed suspension seem to faci1\t.ate the reac­
tion between the endogenous substrate and t.he en.zyrne. 

What might be the possible mechanisms to account 
for the stability of endogenous NAD in normal tissue 
and its hydrolysis in ischemic myocardium given that 
NADase activity appears to be of" t.he same order of 
magnitude in both? 

According to Bernofsky and Pankow (1) the NADase 
tested in vitro induces a rapid bre<>kdown of free NAD 
and has only a minimal effect on the enzyme-bound 

TÁBLE 2. NAD glycohydrolase in hornogcnates 
prepared frorn normal and infarcted dog hcarts 

2 

4 

2 h after c.;ronary occlusion 

Noni~hemic 
Ischernic 

Nonischemic 
lschenüc · 

15 
11 

9.4 
9.5 

24 h af\.er coronary occ]usion 

Nonischernic 
lschernic 

Noni~hemic 
lschcmic 

Normal heart.s (8 animals) 

12 
12 

11 
12 

7.3-14 

17 
15 

11 
12 

10 
12 

9.8 
11· 

7.6-15 
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dinuclcotide. Thcrcfore, the binding ofthe NAD to pro­
t.c:ins might be nn cxplanntion for it.s :st.nbility in normal 
t.issuc, as has bccn proposcd by Knplan (14).· Howevcr, 
t.wo prcvious obscrvnUons Rccm t.o invaHdate thjs possi­
bility. Green et nl. (8) rcported thnt esscntially ali ofthc 
NAO bound ·to crystallinc rnbbit muscle glyccralde­
hyde-3-phosphate dchydrogcnasc was rapidly hydro­
lyzcd by a highly purified mammalian NADase, and 
Bcrnofsky and Pnnkow (1) found that 80% of the intra­
cellular NAD occurs unbound in the rabbit skclctal 
muscle. Jn thc prescnt work we have shown thnt the 
cndogcnous NAD dcgraded by the NAOase during the 
hornogcnization of thc tissue secms t.o cxist. in the un­
bound protcin fonn, sincc thc time pcriods ofhydrolysis 
at. difTcrcnt. t.cmpcrat.ures wcrc similar to t.hosc obscrved 
with cxogcnous free NAD. Conscquent.ly, we may Con­
cludc that thc possible unbinding that may occur during 
the infarction proccss or during t.hc rnechanica1 disrup­
tion of the tissue is not the primary cause of thc rapid 
degradation of the cndogenous NAD obscrved under 
such conditions. ; 

Bock et al. (2) have presented cvidence that the mi­
crosomal NAOase of the Ehrlich ascites cells is mainly 
located at the plasma mcmbrane and have suggestcd 
that this location could protcct the intracellular NAO 
frorn being degradcd by the cnzyme. Prcliminary stud­
ies by our group indica te that the NADasc activity is not 
present in the cyt.osol but rathcr that. it is principally to 
be found in two microsomal subfract.ions iso1ated from 
dog heart hornogenates. On the other hand, Jacobson 
and ·Kaplan (12) detected that 90% of the rat liver cell 
NAO is in the soluble fraction and only 3% in the 
microsomes. Consequently. if we assurne a similar dis­
tribution of the NAD in t.he normal dog cardiac cell, a 
t.opo)ogical separation would seem t.o exist bet.ween the 
major portian ofthc oxidized form of"this coenzyme and 
the NADase. Therefore, we suggest. that. it is possible 
that the reaction between the endogenous NAD and the 

· enzyrne is faG,ilitated in vivo by local t.issue alterations 
occurring aft.er occlusion of the coronary artery and in 
vitro by the mechanical disruption of the myocardium. 
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Furthcr ""'·ork is ncccg~ary to ~lucidat.c hov.· this fncilit.a­
t.ion occurs in t.hc ii;;chcrnic cardiac t.issue. 

On t.hc bnsis ofthc prcscnt. rcsults we cnn cxplain our 
previous findings (16) by nssurning thnt thc low lcvels of 
nicotinamide cocnzymcs in ischcmic cardiac Ussue are 
duc mainly to a hydrolytic dcgradation catalyzcd by the 
NAOase and facilitatcd by the tissuc disorganizntion. 
Thc dcpletion of"the NAD pool rnay decreasc the activity 
of those dehydrogcnases depcnding on NAO as coen­
zyrne and those requiring it for stability and protection 
against protcolytic inactivation (8). 

Braasch et al. (3) showed t.hat in nonischcrnic rnyocar­
diurn thc patt..crn of systolic contraction pcrsists nnd 
may cven show an incrcasc in amplitudc. and t.hey 
suggcstcd that. the incrcascd activity of sorne of t.he 
cnzymc!s could be in response t.o in crea sed encrgy ·re­
quirement.s. On the other hand, Jcnnings et al. (13) 
found t.hat the fine structure of myocardiurn from t.he 
nonischcmic region appcared unchanged and conformed 
in general to t.hc appcarance ofnor_!!lal cardiac tissue. lt 
is difficult with the prescnt. data to see t.he significance 
of the higher rate of NAD hydrolysis that we observed 
during the incubation of nonischemic t.issue fragmenta 
and to relate this finding to the suggestion that these 
portions of the heart may be able to meet additional 
energy rcquirement.s by way ofincreased acrobic energy 
rnetabolisrn (3). -
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(R~ceiuc-d :!J Noucmber 1977) 

Abstr•d-1. Oog hcart tissuc suSpcm~inn hydro1yzcs NAD. NADP and NMN. and rclca!.CS nico-­
tinamidc stoichiomctrically. 

2. Maximum activity was ob!>crvcd al :SO-C and thc activa1ion cncrgy was 10 kcal/mot. 
3. Optimum pH rangc was. 6.2-7.6. 
-4. Compounds with adcninc-ribosc moicty incrca5cd thc cnzymatic 11ctivity. 
5. Nicotinamidc rclcascd during incubation produccd rcaction nonlincarity. . 
6. K_ for NAD and NADP wcrc about thc samc; v_. _.as highcr for N.AD. Similar findings havc 

bccn rcportcd for rHbbit hcart. · 
7. Oog cnzyme appcars to be more scnsitivc than thc rabbil cnzymc to noncompctitivc inhibitors. 
8. Pyrophosphatasc activity was not dclcctcd in dog hcart in conlrMst to rabbi1 and rat hcart 

prcparations. 

INTRODUCTl~N 

Jn an carlicr study (Núñcz ~t al .• 1976) it .":as 
shown that NAO• glycohydro1ase acuvuy 
produces a decrcase in tbc oxidized form or the 
nicotinamide-adenine dinuc1eolide and an incrcase 
in free nicotinamide in dog ischemic cardiac tissue 
fo11owing the occlusion of thc descendent branch 
of the 1eft coronary artcry. 

The purpose of thc prcsent work has bccn to 
study this activity in the homogenizcd suspension 
of normal myocardial tissuc fr-om dogs (Canis 
familiaris). 

MATERJA.LS A.NO METHOD5 

MongTcl dogs wcighing 15-20 kg wcrc s:acrificcd by 
e1cctric shock. Thc hcart was rcccived in icc-cold 0.2.S M 
sucrose (B:aker 4072) as soon as it was excised. and was 
perfused with thc solution through both coronary 
artcrics. Venricular fra¡;mcnts blottcd with fihcr papcr 
and weighing around 1 g were stored in a dccp-frcezcr 
(- 70-C). NADasc activity was v.·c11 prcscrvcd foral 1cast 
4 mon1hs. 

Homogcnized suspcnsions with 20-60 mg of wct 
wcight tissue pcr ml of 0.25 M sucrosc werc prcparcd in 
a Pottcr-Elvehjcm homogcnizcr imrncrscd in ice. Threc 
30-sec pcriods of mcchanical stirrin¡; """ere U!.ed to dis­
nipt thc tissue. 

'Thc incubation mixture lo assay the NAD--dse activity 
v.·as prcparcd at room tcmpcraturc ""'Íth 1.0 mi of 0.10 M 
Na-phosphatc (Merck 206586 and }l.1crck 206346) buffer 
at pH 7.4. 1.0-3.S ml (2.5-10 mg of protcins) of tissuc 
suspcnslon filtered throu¡;h \""'º layers of gauzc. and the 
volumc or 0.25 M sucrosc solution ncccssary to complete 
4.S mi. Thc mixture ~·as lcft S min al room tcmpcrature 
and 3 min at 3TC. thcn thc rcaction was staT1cd ""'ith thc 
addition of 0 • .S ml of 10 mM NAD (Calbiochcm 481911) 

• Abbreviations: Nam. nicotinamide: NMN. 
nicotinamide mononuclcotide: NAO. nicotinamide­
adcnine dinuclcotidc; NADP. rl'\cotinamidc-adeninc 
dinuclcotide phosphate; NADasc, NAD glycohydrolasc: 
EDTA. cthylcnediaminc lctra·acctic acid disodium salt; 
Afl.1S. Hdcnosine-5'-monosulfate; Afl.t:P. ADP. ATP. 
adcnosinc-S'-mono-di-.triphosphate •. 

solution at pH approx 7.4. As 5oon as the mixture ~as 
we11 mixed. a 2-ml sample v.tas transferred 10 a test tubc 
containina 4 ml of ice-cold 8% pcrchloric acid (Bakcr 
9652) solution .. and the tubc with thc rcmainin¡: mixture 
was placed in a 37 = o.1•c v.1atcr bath. A sccond sample 
was taken 15 min later. Both the NAO and thc nico-­
tinamidc concentralions wcre a1ways detcrmincd in 
dup1icatc in the acid s.upcrnatant solutiConS storcd at 4•c. 
To measure N AD • .50 units of alcohol dehydrogcnasc 
werc added to a s.pcctrophotometer cell con1aining 0.4 m1 
of thc sample. 0.6 ml of 5% pcrchloric acid. and 2.0 m1 of 
incubation mixture with 0.6 M trizma base (Sigma T 
t.503) and 1.0 M c1hyl alcohol (Mcrck 200972) al pH 10.8. 
Nicotinamidc was assaycd co1orimetrically with 
cyanogen bromide (Núñcz ~t al .• 1976). VJhcn either 
NADP (Calbiochcm 481971) or NMN (P-L Biochcmicals. • 
6000) was 1hc substratc thc glycohydrolytic activity was 
dctcrmincd only by the amount of nicotinamide 
libcrated. None of the thrce substratcs ""'ªs hydrolyzcd in 
thc pcrchloric acid medium used to inactivatc thc cn­
zyme. Protcins wcre mcasurcd with the Folin-Ciocaltcu 
rcagent (Merck 9001) (Oyama &:. Eagle. 1956) in the 
tissue dilutcd samplcs prcviously treated ""'ith 5% 
Na-dcoxycholate (Merck 6504): bovine s.erum a1bumin 
(Si¡;ma A 4378) 'WBS uscd as thc rcfcrcncc. Ali cxccptions 

.10 the conditions dcscribcd above are so indicatcd. 
-rñe spccific activi1y is e:..prcs~cd in nmol of NAO 

consumed or nicotina.mide liberated during IS min of 
incubation per mg of protein in an assay rncdium 
containing 0.02 M of sodium phosphate buffer and sub­
stratc at a concentration high enouch to saturatc the 
enzyme (l mM). and at thc pH and 1empcra1ure indicatcd. 
in cach e>.pcrimcnt. Thc velocity v is lhe spcciflc activity 
rcfc:rred to 1 mln of incubation. and mcasurcd at 3'79C 
and at pH 7.3. v.-i1h substrate conccntrations lower lhan 
the cnzymc saturation lcvcl. 

R.ESULTS 

Effect of ten1perature on the activity and stability 
of the enzyrne 

Thc optimum tempcraturc to hydrolyzc thc 
cocnzymc NAD incubatcd with thc dog cardiac 
tissuc suspension v.•as 50ºC (Fig. 1). In thc prcsent 
study .. 37ºC '"'as always uscd as thc temrcraturc of 
incubation. Thc free cnergy of activation ~-
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Fig. l. Effcct of tcmpcraturc on NADBsc activity. '"Jñc 
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Fig. 2. Anhcnius plot to calculatc thc free cncrgy of 
activation. 

culated from thc A.rThenius plot bctwccn 10 .and 
50ºC (Fig. 2) v.·as approx 1 O kcal (42 k.J) and thc 
010 valuc 1.8. Thc NADasc activity assaycd al 37 
and 50ºC .. respectively. was similar bcforc and 
aftcr the tissuc SU!'pcnsion v.·as heatcd for 15 min 
at 50ºC CJ:'abJe 1). 

Effect of pH 

Two series of buffer so1utions werc us.ed: onc 
preparcd v.•ith Na-phosphatcs and the othcr v.•ith 
ma1cate-Tris (Sigma M 0375; Sigma T 1503). The 
specific activity valucs wcrc similar in both series 
and thc highcst figures wcre- obs..crvcd bctwccn 6.2 
and 7.6 (Fi¡:. 3). Thc NADaSc activity assaycd in 
two phosphatc buffcrs. onc 0.01 M and the othcr 
0.20 M. was similar in both cases to that found in 

Ta.ble l. E.Hect of hcating thc do¡: cardiac tiuuc •u~pcn-
•ion 111 ~0-C for JS min bcfore incuba.1ion 

:lP•C t•tc Actt•tty 
(r1 ... 1,Js .,.,,, ... prDt•tn), 

Cor.dttton lr.cuttettor. ... ... . ....... 
of ... tf'.,Pf'ratuf'• cor1au••d ltb~r•.t•d HAD/ff•• .... ,. (•e> 

Contro1 >7 ... ,,, ... 
•• ••• ... '·' 

Tr•at.•d >7 ... 107 l. J .. ••• ... l. J 

o NAD 

04'-~~~~~~~'-~~7-'--~~-.'-~~.'-~~~,o-.. 

pH 

-:JFig. 3. Jnfluencc of pH on NADasc activity. "'Jbc pH 
valucs werc mcasurcd at room tcmpcraturc in thc in­
cubation mixture. Nonenzymatic brcakdown occurs 

abovc pH 10. 

thc 0.02 M so)ution .. which was thc conccntration 
normally used. 

Effect o/ incubation time and lissue conccntralion 
Thc velocity of thc NAD hydrolysis at 37ºC and 

pH 7.3 in phosphatc buffer was constant during the 
first 3 min ·• .. vith O.S-4.6 mg of protcins pcr ml of 
incubation mixture. This initial vclocity was main­
tained for as long as 15 min if thc tissuc conccn­
tration did not cxcccd 1.8 mg pcr ml (Fig. 4). 
Conscqucntly., wherc it ~as ncccssary to add 
lar.ser quantitics of protcins thc time or incubation 
v.•as shortencd. VJ"hen thc NAD conccntration was 
4 m~{ instead of 1 mM. thc progrcss of thc rcac­
tion v.•as modificd in ncithcr Tow (0.9 mg/ml) nor 
rclatively high (4.6 rn¡;/ml) ptolein conccntrations 
(Fig. 5). On thc othcr hand. thc velodty did not 
show any incrcmcnt v.•hcn a ncw amount of NAD 
was addcd 1 hr aftcr thc start of the reaction (Fig. 
6). but· thc initial vclocity was rccovcrcd whcn 
NAD was addcd to a ncw suspcnsion prcparcd 
fr-om a tissue pellct scparated by centrifugation 
from a mixture prcviously incubatcd for 1 hr (Fig. 
6). 

i 
l 
! 
i 

l 
l 

·j 
i 
1 
í 
' ¡ 



1 
i 
} 
1 
\ 
l 
i , 

\ 
1 

1 

1 

l 
¡ 
r 

! 

¡ 

.. 

3 

~ 
11 

'"' 
30 

o '·" 3.0 ... ,. 
Proteln mg/ml 

Fig .... Enzymatic activity as a function of dift'crcnt 
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, cubation time in min. Thc apparcnt vclocity is cxprcsscd 
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Fig: . .S. "lñc time cOursc of nicotina.mide Jibcratcd by 
NAD hydrolysis in thc prcscnec: of cithcr a low (open 
symbols) or a high tis.suc conccntration (salid symbols). 
Substratc was uscd al l mM (circles) and 4 mM (trian­
glcs). Thc cnzymatic acúvity is cxprcs.sed as nmole of 

nicotinamidc libcrated pcr mi of incubation mixture. 

Km and V,..,.., .. calues /or thc subsrratcs NAD. 
NADP and NhfN 

To determine thcse values for NAO and NMN 
wc uscd 1.1 mg of protcins per ml of incubation 
mixture and 0.10. 0.15. 0.20. 0.35 and 0.50 mJl.1 of 
substra1c. The incubation times werc 7.5. 8. 10. 10 
and lOmin. rcspcctively. For NADP. the prOtcins 
wcrc 3.5 ms./ml and thc conccntrations of substratc 
0.10, 0.20, 0.30. 0.40, O.SO and 1.00 mM. with in­
cuba1ion times of 3 min far thc first substratc 
conccntration and 5 min for the rest. Thc kinctic 
constants wcre calculatcd from the graphs: 1/v vs 
1/S (Lincwcaver-Burk). Slv vs S (Hancs) and v 
vs v/S CE.adic-Hofstcc) (Fig. 7). The K_ valucs for 
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Fig. 6. Effect on the rcaetion ra1c or NAD addcd to thc 
incubadon mixture. Main graph: thc time coursc with (.0.) 
and withou1 <•> the additicm or more substratc. Jnsct: thc 
time cou,..c in the original assay mcdium (p1ot A) and in 
a new resuspc:nsion of thc thsue (p1ot B) aftci- J hr of 

ineubation. 

NAD were 6.7-7.1; for NADP, 4.6-S.6; and for 
NMN. 12-13.S x 10-5 M. Thc maximum vclocity of 
hydrolysis was 9.2-9.S for NAD, 7.1-7.6 for 
NADP. and 6.7-7.0 for NMN. nmoles pcr min pcr 
mg of protcins (Table 2). 

Jnhibition studies 
Thc K, valuc for nicotinamidc was dctcrmined 

undcr the experimental conditions uscd to mcasure 
thc K- for NAD and was calculatcd by fivc 
graphic methods (Figs. 7 and 8). It was indcpen­
dent of thc thrce concentrations (0.3. 0.6 and 
1.5 m}\.1') of nicotinamide (Calbiochem 4813) uscd 
(Table 3). 

Thc eff cct or the isonicotinic acid hydrazidc 
(Sigma 1 3377) was studicd with 1.1 mg of protein 
per mi: 0.10, O.lS. 0.20, 0.35, O.SO, 0.70 and 1.0 mM 

'of NAD: and thrce diffcrcnt conccntrations of this 
inhibitor (0.10. 0.30 and 0.50 mM). The incubation 
times wcrc similar to those uscd in thc case of 
nicotinamide. The valucs of K, was 0.13-0.17 x 
10-=- }\.! v.-ith thc lowest concentration and 0.24-
0.26 X 10-=- M v.•ith thc other two conccntrations of 
hydrazidc (Fig. 9. Table 4). 

When theophylline (Calbiochcm 5861) v.·as ad­
dcd at the final concentration of 0.37 mf\.! to an 
incubation mixture containing 1.4 mg of proteins 
pcr ml and NAD 1 mM. i1 inhibited 48% of the 
1'.'ADasc activity (Fig. 10). 

1'-'AD,'nicotinamidc ratio. "''AD pyrophosphatase 
The ratio NAO consumed/nicotinamide libcrated 

"""ªs approx 1 (0.9-Ll) in all thc cxpcriments cx­
ccpt v.thcn the pH of the incubation mixture was 
10 (ratio equal to 1.45). 

NAD pyrophosphatase activity (EC 3.6.1.9) was 
studicd in homogcnized tissue suspensions prc­
parcd in one case with dog hcart and in 1he othcr 
with rat livcr. Both prcparations were incubatcd 
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Fig. 7. Lincwcavcr-Burk. Hanes and Eadic-Hofstcc 
ptots for thc cnzymatic hydrolysis of NAD in thc 
prcs.cncc of nicotinamidc at thrcc ditrcrcnt conccntra­
tions. Vclocity is cxpTess.cd as nmolc of NAD consumcd 
pcr mg of protcin pcr min. Subslratc conccntration is 

Mx10->. 

with J\.igCh (:to..1crck S833) S mM and iiicotinamidc 
4.5 mmol pcr g of tissuc (0.43 and 0.27 mM for thc 
hcart and livcr suspcnsions;-.... respectively) to sti­
rnulatc thc pyrophosphatasc aCtivity and to inhibit 
thc NAO glycohydrolasc; and with EDTA (Sigma 
ED 2 SS) 1 mM and nicotinamide to inhibit both 
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Fig. 8. Dawcs and Wcbb plots. Same data as in Fig. 7. 
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Fig. 9. Linewcavcr-Burk plot for thc cnzymatic 
hydrolysis of NAD in the prcscncc of isonicotinic acid 

hydrazidc at thrcc difl'crcnt conccntration~.·.. , -· _. 
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Fig. 10. Etrcct of AMP. adcnosinc and thcophyllinc. on 
thc cnzymalic hydrolysis of NAO • 
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T•hlc .S. Effcct of •omc adcnylic. comround!. on thc 
NAD»~C activhy from do¡: cardiac ti5s.uc 

·_ .Sp•c1f1C- •c\1v1t.7 _ 
~·¡;..0111s· •O•/.,• prot•1f11.) 

:,? '~.;·;. ~:1 -:~:;\;;~-,~~',;:t~;:;ii'·.~·'.;:U:.::_;;:[ '.~;:::~X<~-,:<-~--~:-~: ·o~· · · . · ~· . • • • 

Table 6._~!"'AD-..sc; 11.nd.¡_~AD· py~ophosphatasc· activ111cs 
, , . ,-'.~'fr{· ín"dog" and 'ral tis5uc prcparations · 

·;:Time of incubation at 3rC: • 5 min: "t 15 min. 

cnzymcs (Emmclot el al .• 1964). Thc incubations 
wcrc done with JO mg of protcins of cach tissuc 
for IS min to scck for thc pyrophosphatasc 
activity. In thc dog hcart prcparations NAO was 
hydrolyzcd cxc1usivcly by thc glycohydrolasc 
activity. and in thc case of thc rat livcr suspcnsion 

Tab1c 3. K, va1ucs of NADasc activity from dog cardiac pyrophosphatasc was rcsponsiblc for only ~ of 
tissuc with nicotinamidc al diffcrcnt conccntrations thc total NAD hydrolyzcd (Table 6). 

Gr•Ph1c !• . 10-3 i .. e• 

l,. .,. l.• ... . .. 
SI• 1.4 :-~·~ ... . ,. t.> ... . .. 

tin:~id:. K~dv!iucn;c;r':,~3;,-.,?:·~,_~(~~~;"!!d º!1;~i~j¡ 
(VJ'cbb) graphs wcrc 1.5 and 1 • ..C~' rcspcCtivcJy. 

':,;~~i.:~](~i~~~ti~ -.. 
Table 4. K, valucs of NA~sc .. BctiVity_.from dog cardiac 
tissuc with isonicotinic :::-acid ,:' hYdra%idc at diffcrcnt 

, conccntrations ::-.· :·.:-.~~'-'~., 

Effect of adcnylic compounds 
Nonc of thcsc compounds at thc conccntration 

or t mM showcd an cffcct on the- NA Da se activity .. 
At a highcr concentration (JO mM) ali thc 
compounds with thc adcninc-ribo-sc moiety 
activatcd thc cnzymc cxccpt thc ADP-ribosc 
(Table S). Adcnosine and A~!P had an cquivaJcnt 
cffcct. and thc highcst activation duc to cithcr onc 
was obscrvcd at SO m~! conccntration (Fig. 10). 
Thc following compounds v.1crc used: adcninc 
(Sigma A 8626). adcnosinc (P-L Biochcmicals 
1400). AMS (Calbiochem 1183). AMP (Sigma A. 
2127). ADP (Si¡;ma A 0127). ATP (Sigma A 3127) 
and ADP-ribosc (Calbiochcm 117615). 

DISCUSSION 

Hydrolysis of thc cocnzyme N AD. ob~ervcd 
during its incubation v.•ith a homogcnizcd suspcn-

. · sion of dos heart musclc. appears to be duc to thc 
NAD glycohydrolasc activity present in this tissuc. 
WhiJe Lowry et al. (1961) shov.1ed that NAO in 
Tris-buffer solution at pH 7.3 was only sightly 
hydrolyzcd (approx 1%) durins 15 min at 60 .. C. we 
found a 63% de¡;radation at 50ºC. which was thc 
tempcrature of maximum enzymatic activity. 

::Moreovcr .. we preved both the stabiJity of the 
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dinuc1cotidc in thc incubati,;n mixture und thc 
non!ti¡;nificant changc of 1hc pH valuc in thc .rangc 
of tcnpcraturcs U!>Cd. 

A discontinuity in thc !iilopc of thc straight 1inc 
in thc Arrhcnius p1ot. which would indicatc a 
transhion tcmpcraturc for NAD cnzymatic 
hydro1ysis. wns not obscrvcd. Thc valuc of thc 
free cncr¡;y of activation. dctcrmincd at pH 7.3 in 

, pl)osphatc buffer. was similar to that found in a 
purificd prcpáration of PÍ!! livcr (Diékcrrilañ ~t ·ar.:· 
1962). 

Thc NADasc activhy was prcscrvcd whcn thc 
tissuc suspcnsion was hcatcd for 15 min at SOºC .. 
This suggcsts that had thcrc bccn conformational 
changes in thc cnzymc molcculc thcy wcrc rc:vcr­
scd undcr thc assay conditions. In contrast with 
our rcsults. Prikhod·ko et .al. ( 1974) J-cporfcd a 303· ~ · 
inactivation whcn the microsomaJ fraction isolatcd 
from rabbit hcart musclc was hcatcd at S3ºC for 
JS min. 

With thc dog cardiac tissuc suspcnsion. thc 
highcst NADasc spccific activity was obscrvcd at 
approximatcly·pH 7 in both thc phosphatc and thc 
Tris-malcate buffer. whercas in thc case of thc 
rabbit hcart homogcnizcd suspcnsion (Scvcrin t!I 
al .• 1963) and thc microsomal fJ"action (Prikhod•ko 
l!t al •• 1974). thc optimum pH was 6.2. ln this last 
tissuc. in addition to the NAD glycohydrolasc 
activity. which was thc main pathway for thc 
dcgradation of this dinuclcotidc. a nonglycohy­
drolytic activity (probably an N AD pyrophospha­
tasc) was found with an optimum pH of 7~S 
(Scvcrin et al .• 1963). ln contrast. sincc in aU the 
assays of the 12 incubation mixtures uscd betwccn 
the pH range .S-9. thc ratio NAD/nicotinamidc was 
approx l. it may be concluded that thc only cn­
zymatic activity prcsent in the dog prcparation 
was thc NAD glycohydrolasc. On thc othcr hand. 
thc dinuc1cotidc dcgradation did not dcpcnd on 
cithcr thc prescncc or the conccntration of thc 
phosphatc. 

Thc initial vclocity of thc NAD hydrolysis was 
not modificd when thc substratc addcd was at thc 
conccntration of 4 mM instead of 1 rnM. 
Conscquently. this last conccntration (cquivalent 
to 14 times thc K .... valuc) was high cnough to 
saturatc thc enzyme contained in 4.6 mg of protein 
of homogc:nized tissuc suspcnsion pcr ml of in­
cubation mixture. 

Sincc the observcd pcr cent inhibition cor­
responds quantitativcly to thc nicotinamidc 
conccntrations reachcd successively in thc in­
cubation mixture. it may ·be concluded that thc 
nicotinamidc rcleascd from NAD produccd the 
fall in reaction vclocity during thc incubation. 
Furthcrmorc. thc initial rcaction ratc was rcco­
vcrcd whcn thc tissuc was rcsuspended in a frcsh 
incubation mcdium. This finding also shows that 
thc cnzyme inhibition causcd by thc nicotinamide 
is frCcly reversible sincc the inhibition disappearcd 
as soon as thc !'UpcF"natant solution containing the 
nicotinamidc was scparated from thc tissuc. Sincc 
thc inital rate was not regained when more NA.D 
was addcd 1 hr after the rCaction was startcd. the 
slowness of thc reaction may not be attributcd to a 
lack of substratc. 

The ·K... value in the: dog cardiac pl"cparation 

wa~ ~lii;.hily lowcr for NADP than for NAO. v.•hile 
a much highcr valuc rc5>Ultcd for ~~1~. On thc 
01hcr hand., Prikhod"ko rl al. (1974) USin& thc hcan 
rabbit microsomal fraction found a K.,.. valuc for 
NADP significantly lower than that for NAD: thc 
ratio K-<NAD)/K-<NADP) was 5.4 in contrast 
to 1.4 for thc dog hcan homogcnized suspcnsion. 
Thc maximum vclocity valuc for NAD was highcr 
than that fot NADP both in dog (1.3 times) and 
rabbit (1 .. 8 times) prc¡-aarations. According to Prik­
hod·ko l!t al. (1974). thc additional phosphatc 
group prcscnt in the N ADP moleculc may incrcasc 
thc clcctrostatic attraction betwccn this substratc 
and a cationic rcgion in the active ccntcr of the 
cnzymc .. 

In thc dos cardiac prcparation. thc inhibition of 
thc NAD hydrolysis by nicotinamidc was rever­
sible and noncompctitivc. and that produccd by 
thc isonicotinic acid hydrazidc was also noncom­
pctitive. Howcver. thc affinity of the cnzymc for 
thc hydrazide was six 1imcs grcatcr than that for 
nicotinamidc. Also noncompctitivc was thc in­
hibition produced by thcse 1wo compounds in thc 
rabbit hcart microsomal fraction. but thc affinity 
for nicotinamidc was twice that for thc hydra­
z.idc (Prikhod·ko et ni .• 1974). Funhcrmorc. thc 
NADasc enzyme prescnt in thc dog hcart secms to 
be more scnsitivc than that found in thc rabbit 
heart--40 times in the case of the hydrazide and 
thrcc times in the onc of nicotinamidc. Zatman ~t 
al. (1953) havc proposcd that thc cnzymatic in­
hibition dcpends on the competition bctwccn thc 
water and nicotinamide for the cnzyrnc-ADP 
ribosc complex. lf the amide is present in excess. 
thc vclocity of the reaction bctwccn thc free nico­
tinamidc and thc cnzyrnatic cornplcx is cqual to 
thc NAD dcgradation vclocity observed in thc 
abscncc of thc inhibitor. and. consequcntly. an 
·apparcnt inhibition of the enzymc rcsults. Thc 
mcchanism of inhibition caused by thc isonicotinic 
acid hydrazide scc:ms to be similar. Howcver. the 
hydrazidc in reacting with the cnzymatic complcx; 
will fol"m a NAD analoguc so tightly bound to the 
enzymc that no more in1eraction bctwccn thc cn­
zyme and NAD will occur (Prikhod·ko et al .• 
1974). Boriskina & Tseitlin (1972) showed thc 
synthesis of thc 3-acctyJpyridinc-adcninc di­
nucleotide. an NAO analogue. in a rabbit heart 
prcparation -with a high NADasc activity. This 
finding also supports thc idea that thc nicotinarnide 
and thc hydrazidc inhibit thc enzyme by rcacting 
v.1ith the cnzyme-ADP ribose complcx. 

We canno1 explain thc apparent gJ"cater affinity 
(K1 = 0.15 x 10-> J\.1:) of thc enzymc for thc isoni­
cotinic acid hydrazide when this inhibitor is at a 
low concentration (0.1 mM) in thc incubation mix­
ture. Probably thc K, valuc (0.25 x 10-> M) found 
at thc tVr.10 higher conccntrations (0.3 and 0.5 mM) 
is nonsignificantly differcnt from 0.15 x 10-> M. or 
"thcsc concentrations may actually modify the 
conforrnation of thc cnzyme and rnake it less 
scnsitivc to thc hydrazide. 

The adc:ninc-ribosc group by itself (adenosine) 
OI" as a part of othcr rnolcculcs (AMS. AMP. ADP 
and ATP) scems to be rcsponsible for the 
NADase activation. 1'.!oreovcr. the prcsencc of 
additional phosphate or sulfate moieties:.. in the _ 
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molccule or thc ac1h·a1or comround uppcurs to be 
irrelcv¡snt. ADP-ribosc. onc of thc products from 
thc NAD hydrolysis which has lhc adcninc-ribosc 
group in its molcculc. did not modify thc cn­
zymatic aclivity. whcras nicotinamidc. thc other 
producl of the rcaction. causcd an 87% inhibition. 
In conlrast to nicotinamide. ADP-ribosc docs not 
appcar to rcact with thc enzymc-ADP ribo~c 
complcx (Zatman ~I al., 1953). 

Haugaard ~t al. (J960) showcd a high dcgrcc of 
NAD pyrophosphatasc 11ctivity in a rat hcan 
suspension prcparcd in a mcdium containing KCJ. 
MgCl2 and phosphatcs which was incub:stcd with 
KCI, MgCb, glucosc and nicotinamidc. Also. 
Scvcrin et al. (1963) rcpor-tcd that 32% of NAO 
hydrolysis was duc to non-nuclcosidasc activity in 
a rabbit hcart suspcnsion prcpared in KCI and 
incubatcd in a phosphatc buffer at pH 7.3. On the 
other hand, Hulsmans (1961) provcd an absencc of 
NAD pyrophosphorylase activity in all fractions 
isolatcd from a rat hcan homogenizcd suspcnsion. 
Wc. howcvcr, did not find any NAD py.-ophos­
phatase activity in thc dog hean prcparation in­
cubated undc.- the conditions dcscribcd by Em­
mcJot ~tal. (1964). This finding and thc fact that thc 
NAD/nicotinamidc .-atio was always approx l. Jcad 
us to conclude that undcr thc prcscnt experimental 
conditions thc on1y cnzymatic activity rcsponsibJe 
for thc NAD hydrolysis was the NAD glycohy­
drolasc. 

Thc cnzymatic activity dctcctcd in dog cardiac 
tissuc suspcnsions difl'crs apparcntly r.-om that 
found in rabbit hcart prcparations in thc following 
aspccts: thc NAD is hydrolyzcd cxclusivcly at thc 
glycosidic nicotinamidc-ribosc Jinkagc; the opti­
mum dcgradation occurs in a widcr pH zonc; the K_ 
value is nol significantly diffcrcnt for NAD and 
NADP; and thc affinity for thc spccific cnzymc 
inhibitors is vcry much highcr. Since the thrce 
nicotinamidc nuclcotidcs are hyd.-olyz.cd by the 
dog myocardial prcparation. furthcr invcstigation 
is nccdcd to determine if thcrc is a common cn­
zymc or- diffcrcnt ones spccific for each substrate 
and whcrc thcy are Jocatcd in the cell. FinaJJy. in 
vicw or ihc Jack or info.-mation about thc role of 

. this enzymc in thc normal mctabolism of the 
bilman hean and during cJinicaJJy acule my-

'· 

Clcardia1 ischcmia and in vicw or thc aprarcnt 
diffcrcnccs dclcctcd among the srccies a1rcady 
invcstigatcd it s.ccms appropriatc to study this 
cnzyme in hcarts of humans bcings or animals 
phylogcnctically closcr to us. 

Acl:.nowlrd¡,:t'ml'nts-Wc are indcblcd to Dr Mario 
G¡¡rcí11·Hcrniindcz: for his valuabtc diseussions. durin¡; lhc 
coursc of 1hcsc s.tudies and for thc kind hos.pilality wc 
havc enjoycd in his laboratory. Wc are a1so ¡cratcfu1 to 
t..1iss Concepción E!>ca1antc for typin¡; thc manuscript. 
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NICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE 
DEGRADATIOJ'l IN INFARCTED CARDIAC MUSCLE. 

SUMMARY 
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Av.:1nzados del Instituto Po1it~cnico Ñ:1cion::il. 

México D.F •• México 

Nicotinamldc. :1dc.ninc dinuclcotidc.s (NAD. NADH~ • NADP. and NADPH 11 ) lcvc.b dccrc3s.c. ' 
in myocardi:a.1 dog tissuc :1ftcr thc 11g:1turc of a coron:uy a.rtcry branch. Thc :ictivity of a 
a,lycohydrolytlc cnzymc :1cting on NAD and rclc:asin¡; nicotin3midc in :in cquiv:t.lcJ1l amount 
was or thc s.:i.rnc ordc:r of m:::1snitude in inf"arctc:d tissuc. incspcctivc of thc time cbpscd after. 
thc corona.ry a:rtcry occluJ.ion. as it was in norm::U tissuc. J.1ost or the NAD cont::aincd.in 
norm:il hcart musc:le w::as hydrolyzcd as soon as the tissuc waJ. diSTuptcd in :i homo¡;cniz.cr~ 
whcrcas no hydroylsis occurrcd "Whcn thc wholc f"r::a~rncnt was incubatcd for 1 hour. The 
c.nz.ymatlc activity was found m:linly in :a mcmbr:inous fr.:1ction scp::uated at 17.000 X~ by 
diffc.rcnti:J c:cnuifug3tion. Acid phosphat:1sc. ~·:1ctiv:itcd phosphat:nc. and NA·-k-·ATP:ase 
spccific activities wcrc g:rc:t.tcr in 'lhis fr:iction. lt is suucstcd th:it 'thc suuctur.:it diJ.DTFa11iz:a­
tion of thc hc:ut cUcitcd cithcr in vitro or durin: the inf:1rction proccss dc.t.cnnincs thc 
conditions for a rc::action bctwccn the cnzymc which is toc:t.lizcd in thc mcmbr:ancs and the 
NAD whlch is rnainly in thc cytosol.. · 

INTRODUCTION 

In prcvious work {Calva et al .• 1966~ Nuñcz et al .• 197 ). wc showcd that 
mitochondria isolated from infarctcd he:irt musclc and incubated :with IJ­
hydroxybutyrate exhibit a tow oxygcn consumption rate,. whereas succin:ite is 
ox.idizcd al a normal rate. Furthennore,. the P/O v:ilucs mcasured with either of 
these two substr.ates de crease progressively. :ind the nicotinarnide adenine dinu­
cleotides' content diminishes in both the v..•hole tissue a.nd the isolated milo­
chondri:i. We sug.gcsted th:it the function of the rcspiratory cñ:iin linkcd to the 
ox.id:ition of l3·hydroxybutyr:itc m:iy·_ h:ive becn impaired at the cocnzyme lcvel 
as a consequenee of the loss of Ülc nicotinamidc adeninc dinucl:otides.. We 

s Abbr.::vi:itions us.cd :uc: NAO. nlcotin::amitle :>.dcninc dinuctcotidc; NADH 2 • r.:duccd 
NAD; NADP. nicolin:unidc ~d.:ninc dinucleotidc phosph:itc; NADPH 2 • rcduc~d NADP: 
NliotN. nicotin::imidc ~ononuclcotidc. 

241 
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proposcd three possib1e cxp1:in::ations for thc loSs: a) a lc:ik::a¡;e of the tissue 
nicotinamidc cocnzymcs toward thc bloodstrc::am; b) &Jn cnzym:itic bre:1kdown 
of these compounds in the myoc:irdiaJ tissue hsclf; ::and e) a deíect in tl1eir 
synthc~is .. Vlith rcgard to the first of thesc possib1c cxp1::inations. no significanl 
changes wcre obscrvcd in the 1eve1 and the r::atio of NAO :1nd NADH 2 in the 
coron:uy sinus blood takcn after li,gation of the coronary artery branch (Nuñez 
et al .• 1974). Howcvcr. an cnzymc whlch hydrolyzcs NAO added 10 blood w:is 
dctccted in thc dog white cc1ls (unpublishcd rcsults). Hc11ce. 've concludcd it 'vas 
possiblc that the myocardi:il nicotinamide adcninc dinuclcoH°dcs are rclc::iscd 
.from the infarctcd tissuc :ind then hydrolyzed in thc blood .. To invcstigate the 
second possible cxpl::ination. :in cnzymatic activity in dog hc:irt hon1ogenates 
was measured. 11 was found 1ha1 NAO. NAOH 2 • NAOP. NAOPH 2 , and NJl.1N 
were hydrolyz.cd betwcen the pryidine and ribose moieties (unpublished ;esults). 
Jt was also observed that most of the NAD containcd in nonnal heart rnuscle was 
decomposed as soon as a tissue fragrnent was disrupted- in a homogeni.zer. · 
whereas no hydrolysis occurred when the whole fragrnent was incubated al 37ºC 
foi 1 hour. 

"Iñe prcsent report deals wi1h thc NAD glycohydrolase activity in infarc~ed 
myocardial tissue and 'With the subcellular distribution of this cnzyrnc in normal 
cardiac tissue .. 

METHODS 

Normal hearts were obtained from cight rnongrel dogs anesthetiz.ed with intra­
venous pcntobarbital or sacrificed by clectrocution .. Iníarcted hearts werc pre­
pared in íour anesthetized dogs by ligature oí the left dcsccnding coronary 
artcry aítcr the pericardial sac was opened. Beíore excising thc heart. the cxtent 
of infarcted tissue was me::isured by t.hc electrocardiographic changes appc:iring 
in · the unipol:ir epicardial records {Calva et al.. l 965). Anim:ils were kept 
a.nesthetizcd by intr::ipcñton!!al injections of pcntobarbital at intervals and re­
c.eived 250 rnl of saline solution íollowed by a 10% glucose solution (6c::r70 
rnl/hoUr) through the femoral vein .. Subsequently. two of the four animals wcre 
sacrlficcd 2 hours after occlusion. and the othcr two at 24 hours after occlusion .. 

Both normal :md infi1rcled hc:irts were immersed i.Jnmc:diately in ice-cold 0.25 
M sucrosc solution :md períused through both left and right coronary arteries 
vñth the sucrose solution .. 

Tissue homo,gcnatcs 

Lcft ventriclc fr:igmcnts wcrc blotted v.ith fil ter paper. and a tissue suspcnsion 
was pre pared 'vith a gl:::1ss Pottc:r-Elvehjcm homos,enizer at a ratio of O.S g to 20 
rnl oí ice-cold 0.25 M sucrose solution .. 



Nicotin2midc Adc-ninc Dinuckotidr Dc,¡,r2d:atlon 243 

DD9 hee•t ho"'°r"'••• 1 
'" •••••ct•on -du.•'" -nh puu•in. .. 

1,,200 •. r- 10 ..... 

Mitoehondrla. 
fW'l&n.pcnd.d 
In ••tract;on ft'l..diu"' 

'7,pCJO •• ,_ ,-, ~ 

Sus-rn.....,.. -Joc-
1'7.000 a• fCH _:JO ..-In 

~~~~~~~~~~~~~--1 

1'7..000 •• ,...,_ 
""'._..,......de ... . .... ,.~·---· ... - IOSpcG a 6 r- 60 wo"'-

IOS.000 a 6 r1-•ko9 

Super"'•'•"'' 1 
'7.000 a 1 1- IS ..-1"-

Fi&vr~ J. Flow sheet ror p1"Cparadon or sµbccllub.r ÍJ"2Ctions riom dog hc:arl homo¡;c:nate. 
NAD atycobydrot:u.c activity •·as rnc:snucd in 1.hosc f"r::1ctions c:ncloscd in a squa.re. Rclative 
ccnt.ñru~al forces are :ivcra¡;c. X s v:atues... -

Tissue fraCtion:ition 

Tile homoge:nate was prepared. as dcscnDe:d elsewhere (C2lva et al •• 1965). in an 
cxtraction mcdiUJTI cont:iirüng :iround 2.2SO unit.s or B. :subtilis proteinase for 
cach 2.5 g of myoc:irdíal lcft vcntricle. Subccllular fractions wcre obtaincd by 
diffcrcnti:il c.cntrifug:ition {Fig. 1). 

7-,.e:J.Suremcnt ofNAD glycohydrol:ise: :Jctivity 

This ::ictivity was cstimatcd as follows: 0.50 n'tl of O.JO M sodiÜrn phosph::itc 
buffer. pH 7 .. 4. and l~0-1.75 nil oí tissue fraction suspended in cxtraction 
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mcdium v..·crc prcincub::1ted íor 3 min :st 37°C; 0.25 ml oí 0.01 t.I NAO solution 
""":IS then .::1dded. A s::unple of J ml of th.is mixture was withdr..:.wn immcdi::1tely 
aftcr n1ixing :ind cmpticd fnto 2 mi of ice-cold 8% pcrchloric :1cid solution. After 
JS nlin of incub::11ion. a sccon~ ~ample """as simil:JrJy tre:ued .. The NAD w:is 
mcasurcd dircctly ·in thc :1cid extract with Jithium lacta te and Jacta te dchydrogc­
nase, thc nicotinamidc was me:Jsurcd according to thc tccl1nique of Strohcckei 
and Jlcnning (1966) aftcr the pH or thc tissuc cxtract was adjus.tcd to 4.6-5.7 
by adding 0.5 M disodium hydrogcn phosphatc. 

Normal Jie:.rts 

CyJindricaJ picces of the lcft vcntriclc wcighing around lg were incubatcd at 
37°C. One piccc was homogcnized immcdiately in icc·cold l 0% perchloric :Jcid 
solution and the othcrs at the end of J 5, 30, and 60 min of incubation. 

Homogenatcs were prepared in ice-cold sucrose solution (1 g in 3 mi) and 
incubated at 37°C. Proteins were precipitated by the addition of cold pcr­
cho1oric add at O, S, IS. 30, :ind 60 min of incubation .. 

Jnfarctcd hcarts 

Cylindrical frag:rnents of the Jeft ventñclc wcre taken írom the anterior wall 
(iní;ucted tissue) and from the posterior wall (control tissile), selected on the 
basis of the electrocardiogr:ipltic rccords. Thc s:une procedures used on cylindri­
cal pieces of normal he:irt were :ilso perforrned on infarcled hcarts. but only at 
time zero and after 30 min of incubation. 

Assay oí other enzymatic activities 

Thc following wcrc used as marker enzymes: cytochrome e oxidase (\Vh:irton 
and Tzagoloff. 1967). Na·-K•-Mg--ATPase and Mg--ATPase (Kidwai ~I al •• 
197 lb). K•-activ:ited p-n.itrophcnylphosphatase (JGdwai, R:idcliffe, :ind Daniel. 
1971 a), and acid p-nitrophcnylphosphatase (Ostrowski and Tsugita, l 961). 

RESULTS 

Stnbility of NAO ::tnd nic
0

otin::unide in the cardi::ic tissuc 

Thc tissue contents of NAD and nico1inan1ide were welt preserved in thc 
cylindric::il fr:tf;JTICnts oí norm:Jt he:irt. In contr:Jst. a remark:Jble decrease of 
NAO :ind a stoichion1etric incre:Jse in nicotin:unide occurred during incub:Jtion 
of tJ1e homogcnatc (Table J). 

In thc infarclcd c:in.Ji::ic tissue excised 2 hours :ifter the coron:iry occ1usion. the 
iniH::il content of NAO was lowcr th:Jn that found in the control tissue whercas 
the leve] of nicotin:in1ide :ippeared hig}lcr. 'Tbc sum of the levels or the two 
compounds v.•as similar in both tissucs. :ind thc incremcnt or nicotin:irnidc was 
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Toblr J. Stabi1ity of NAD and nicotiiiamidc in 
fnagrncnts and homogcnalcs prcparcd from 
normal do¡: hcart• 

lncutiation 
at 37°C 
(min) 

Cylindrical fra{!.mcnt 
o 

15 
30 
60 

Tissue homogcnatc 
o 
5 

15 
30 
60 

NAD Nicotin::amldc · 

(nmoles/¡; wel wt.) 

349 • 112 
339 158 
308 178 
328. 155 

450 130 
13 565 
33 541 
14 618 
o 626 

•Valucs prcM:nlcd are fzom 1 animaL Thcy are rcp­
rcscnbtive ol" a lypical paucrn found in all 8 animals 
in thc normal poup. 

Ta.blr 2. Contcnt. and stabi1ity'" of NAD and nicotinamidc in fragmcnts of dog 
bcarts with experimental myocardial infarction• 

Jncubation Control Tissuc lnfarctcd Tissue 
at 37°C 

Do& (min) NAD Nicotinamide NAD Nicotinamidc 

2 hr after occlusion 
o 351 105 245 189 

30 322 172 121 381 
o 410 101 341 175 

2 
30 303 193 123 305 

24 hi aftcr occlusion 
o 438 97 41 34 

3 
30 340 204 25 37 

o 401· 114 94 86 
4 

30_ 306 204 87 100 

•FiJ;urcs (nmoles/g wct 'WL) :ne .avcr:isc ~lucs frof!' scp::ar::atcd .in:::a1ysis of 2 tissuc s::1mplcs. 



almost equivalcnt to the loss of NAD. Furthermore, the amount of NAD 
oriI;in::ilJy prescnt in the iní:ucted tissue dccrc:iscd from SO to 68%. and thc leve) 
of nicotin:amide inc ... ca~scd stoichiometric:illy after 30 min ofincubation 3t. 37°C 
fT:.ble 2). On thc other h:ind, in the infarcted cardi:ic tissue rernov:d 24 hour_s 
aftcr thc arterial occlusion, the levels of NAD and nicotinamidc werc very Jow 
and did not chan¡;c aftcr incub:ition al 37ªC (Table 2). 

Tile control tissuc t:ikcn from hearts with coronary artcry branch occluded 
bcl1avcd as slightly disorg:ini7..cd tissue in that p:ut of thc cndogcnous NAD was 
hydrolyzcd during incub:ition of :i fragrncnt of this tissue, whcrcas thc changes 
obscrved in nonn:il cardi::ic tissuc undcr the Sanle conditions were sm:ülcr (Table 
2). 

NAD glycohydroÍase :ictivity in control and infarctc:d cardiac tissue 

Thc NAD:isc activity mcasurcd in homogenates was of the samc order of 
magnitudc in both thc control and thc infarcted cardiac tissue. irrc:spectivc of 
thc time clapsed after thc occlusion of thc artczy. Thc amount of nicotinamide 

. "' 1elcased during thc rcaction v.ras approximatcly equivalent to the NAD loss 
(Tablé 3). 

Table 3. NAO glycohydrolase activity in homogcnatcs from· dog hcarts 
with experimental iníarction 

Cardiac 
Tissue 

Dog· .. - Samplc 

2 hr aftcr coronary occlusion 
Control 

Infarctcd 

-· Control 
2 

Jnfa.rctcd 

24 hr aftcr coronary occlusion 
Control 

3 
Infarcted 

Control 
4 

lnfarctcd 

--

Enzymc Activity 
(µrnolc:s/g wet wt •• 1 S rnin) 

NAD NicotinaTnidc 
Consumcd Produccd 

15 .17 

11 15 

9.4 12 

9.6 13 

12 10 

12 12 

11 9:8 

12 11 
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Tobl~ "'· nistrlbUiion or: NAO E1ycohyd1obsc and rn:arkcr cnzymcs in sub-
ccllular r.-acl_ions f1om do¡: hc:nc• , 

Speclfic Activlties (uniu/m¡: or protcln) 

Acid phos, K•·ac1ivated Na--K·-Mc-. Na•-x• 
Fraction NADase pJl:atase phosph:atase ATPase ATPase 

Jiomo,&cnate "43 64 62 :Z.9 0.9 

Supcrnatant J 19 64 "46 1.5 o 

MitOcbondria 38 77 36 7.6 0.3 

17,000Xx 515 327 266 :ZJ .3 7.0 

105,000X 1 151 165 106 8.8 2.9 

•Unlts: NADasc. nmoles NAD hydrolyzcd/m:. 15. min; add pl1osphatasc. nmolcsp-niUe> 
pllcnol hydro1y7.cd/mJ'!. JS 1Tiin: K• .. aetiv:11cd phosphat31sc. nmolc~ p-niuophcnoJ JJydroly-
1.yzcd/mi;. JO min; ATPase. pmolcs P,lms. haur. 

DistnDution of the NADase in the sub_ccllular fractions of dog cardiac Ussuc 

Spccific activities in subccllular fractiOns for NAD glycohydrol;ise :ind f'or 
rnaiker cnz)"rnes are givcn in Table 4 ... No activity of NADasc was found in the 
final supcmat::snt ... The vaJues for cytochrome e oxidase (changc of :ibsorbancc at --- . 
550 nm/mi., min) wcre 18.6 in the milochondñal fraction and 2.0 in thc 17,000 
X g fractjon. Tiús last fraction cont::1ined 44% of the tot:il NADase activity. :ind 
around 27$(, :ippcarcd in the mitochondrial ft::1ctions .. The orip..,:il activity was 
almost recovered (80% in :ill the subcellular .fractions separatcd f"rom supcmatant 
J (Table 5). 

DISCUSSJON ·. 
Tite unfavorable conditions. n:unely anoxia :ind/or ischcrnia. ·under "'·hich a 
fr:igrncnt of nom1:il he:irt '\V:1S n1;tin1:iined in virro for l hour. -wcrc not noxious 
enough to stimul::ste thc de_gr::sd:Jtion of thc cndogcnous NAD. 'vhercas the 
disor~:ani~tion of the C3rdi:JC tissue :ippcarcd to determine the conditions for !i 
re:iction bcl\.vecn :in cnzyme :ind NAO cont:iined in thc tissue ... 

'We conc;luded th:it the enzyme hydrolyzes the NAD at the N-tJycosyl bond 
betwecn the pyridine ·and tlte ribose moieties since. both in thc homogenate 

. from nonn::il hcarts :1nd in the fr:1gment oí inf :irctcd tiss.uc ex:ciscd 2 hours :iftcr 
tltc ::11leri:il occlusion. thc incrcn1ent of nicotin::smidc v.t:is cquiv:ilent tO thc loss 
oí NAO. Conscqucntly. tlüs e;.J,zymc sec~s to be :J11::1logous to th:it dctected 
prcviously in he:irts from other animal spccics (Sp:au1ding 3nd Gr:iham. 1947; 
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Toblr $. Rccovcry of NAD g1ycohydro1::.se in subccllul;ir fractions from 
do¡; hcart 

Tolal 
Vol u me Total 

Fraction (mi) Unils/ml Knounits Dislribution (%) 

Horriogcnatc 665 343 228 

Supcrnatant 1 526 58 30.5 JOO 

Light mitocho.ndria 21 253 5.3 17.3 

Hcavy mitochondria 10 300 3.0 9.8 

J7,000X6 JO 1340 J3.4 44 

105,000 X 6 7.5 378 2.8 9 

Final supcrnatant 476 o o o 

Govier and Jetter, 1948; Hulsmans, J 961; 'Varavdekar and Griffin, 1964; Grigo· 
rovich, 1970) and known as NAD glycohydrolase. 

lt is possib1e that the nicotinamide 1ibcratcd by the NADasc activity could be 
convertcd to other con1pounds and/or to escape toward the bloodstrcarn. Tñis 
would cxplain thc vcry low levcls of this compound found in the infarctcd tissue 
24 hours aftcr occlusion. 

Thc NAD:::1se activity appears to be localiz.cd rnainly in a rnembranous fr:iction 
which wc are trying to ch:1ractcriz.c. 'lñ.is J 7 .ooo X g fraction was vesicular when 
.cxamincd with the .. CleC:tron rriicroscopc (Fig. 2) :ind d.isclosed the maxim::al · 
spccific activities of thosc cnzymes 'Which 'h:ivc been found in the plasma 
men1br:i.ne fr:1ction prep:::1red frorn he:irts (Kid,v:ii et al .• 1971 b) or myometrium 
of r:its (Kidw:ii et al.. 1971 :i). ?-!oreovcr. the NADase seems to be tightly bound 
thc mcmbr:mcs. sincc thc :ictivity n1e:s.sured in the greatly disorganized infarctcd 
tissuc (C:Uv:i et al .• 1969) w:is as his}l :is in the normal myocardiun"l. In contr:ist 
to this finding, :i signific:int rise in the activity of thc hcxosemonophosphate 
shunt. cnzymes and :i. r:ipid decline_ in the oxid:::1tive :ind glycolytic enzyn1es in the 
infarctcd cardi:::1c tissuc h:::1ve bccn rcported (Gudbjarn:ison et al.. 1967). 

'"Iñe f:ict th:it the NAO glycohydrol:ise ducs not hydrolyZe the Cndogcnous 
NAO in thc norn1:il c:irdbc tissue could be expl:J.incd by thc topologic:il scp:ua­
tion bctwcen thc NAO and the NAD:ise. On the other hand, it has becn 
cst:iblished th:::1t thc NAD::isC h:J.s low :ictivity on cnzyme-bound NAO. and it h::is 
bccn :issumed tll:ll n1ost of tl1c nicotinan1ide nuclcotidcs exist in the ccll bound 
lo protein (Kapl:m, 1966). Conscquently, it is possible ll1al, duri.ng thc iníarc-
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tion proccss or thc ;,, virro disruption oí thc c:udi::tc tissuc. thc cnzymc·bound 
NAD is convcrtcd to unbound coenzyrnc. Fin:illy. althouJ;h ahcr:1tions in lyso­
somc stabi1ity h:IYc bccn proposcd to be amon¡; thc c:irlicst structur:il modifica· 
tions to occur durinc thc ischcmic rnyoc:1rdial injury (Ricciuti. 1972). further 
work is ncccss:uy to clucidatc the role of thcsc ccll structurcs in thc hydrolysis 
of thc NAD: -

Jn a prcvious work, we postubted (Calva et al .. 1966) that tllc blockade of the 
1cspiratory chain obscrvcd in milochondri:i from infarctcd cardiac tissuc could 
be duc to thc loss of mitochondri:tl NAO·. Wc CJn now add that it is possiblc this 
loss may be du~ to thc :ictivity of thc NAD:ise as a rcsult of thc tissuc 
disintc¡;ration .. lt h:is not bccn dctcrmincd whcthcr such activity is also prcs.c:nt 
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in thc cardiac rnitochondria or whether it is dueto., mcmbranous cont:imin:ition 
or thc mitocf1ondri:1J fr:Jction. . 
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