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RESUMEN

El afio 2008, se cumpli6 el bicentenario de las investigaciones sobre el metabolismo muscular del lactato. Berzelius vinculd
la acumulacién de lactato con el ejercicio en 1807/1808 cuando observd la presencia de lactato en los musculos de "ciervos
cazados" Hoy, el mecanismo exacto de la oxidacion intramuscular de lactato y la relacion de la lactato deshidrogenasa con
las mitocondrias no han sido establecidos y forman parte de las discusiones sobre el transporte de lactato.
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INTRODUCCION

Descubrimiento del Lactato

El lactato o 4cido lactico fue descubierto a partir de leche agria por un ayudante de farmacia sueco, Carl Wilhelm Scheele
(1742-1786), en 1780 (2[pp6-8]). Benninga (2[pp7-8]) aportd una traduccién moderna de la técnica de aislamiento de
Scheele; que citamos parcialmente aqui: ' El suero agrio se evapora a un octavo de su volumen, posteriormente la cuajada
[proteinas de leche precipitadas] se remueve por filtracién. El filtrado se satura con leche de cal [hidréxido de calcio], se
filtra nuevamente y se diluye con tres veces su volumen de agua' (2). Después de una serie de pasos adicionales, Scheele
concluy6 que (traduccion moderna): ' El acido lactico producido es tan puro como el que puede obtenerse mediante
reacciones quimicas ' (2). El nuevo acido fue nombrado ' Mjolksyra' que significa “acido de leche” (2[p8]). El lactato (La) se
encuentra como ingrediente dcido de productos lacteos agrios, frutas y verduras fermentadas y salchichas (2[p1]) y como
un modificador o resaltador de sabor en las bebidas carbonatadas. También se ha utilizado en la curtiembre de cueros, en
la tincién &cida de lanas y como producto farmacéutico en forma de lactato de calcio; sus ésteres han sido utilizados como
solventes de laca y una pequeiia cantidad ha sido utilizada en plasticos. El libro de Benninga (2) relata detalladamente la
historia del (La) y su produccion a gran escala con propoésitos industriales desde una perspectiva biotecnoldgica, lo que
aporta un punto de vista que esta completamente fuera del razonamiento de la mayoria de los cientificos relacionados con
la biologia. Es importante destacar que en los niveles fisioldgicos de pH en el musculo y en la sangre, mas del 99% del
acido lactico se encuentra disociado en el anién (La) y protones (H"); por consiguiente, en esta revision lo denominaremos
en general 'La”.

Scheele también descubri6 el cloro, manganeso, acido arsénico y fluoruro de silicio junto con otros numerosos compuestos
(28[p461]). Sin embargo, su mayor reconocimiento proviene de su trabajo con el O, donde fue el primero en demostrar que
el aire estd compuesto de dos componentes y que uno de ellos produce la combustion (28[p461]). Scheele descubrié el O,
en 1772, més de un afo antes que Joseph Priestley (1733-1804). Desgraciadamente, sus experimentos (A chemical treatise
on air and fire; Tratado Quimico sobre el aire y el fuego) no fue publicado hasta 1777, probablemente debido a la dilacién



de su amigo y defensor Torbern Bergman (1735-1784), quién escribid la introduccién al libro (28[pp49,461]). Como
resultado, él comparte el mérito del descubrimiento del O, con Priestley.

LACTATO Y EJERCICIO

Aunque Scheele es recordado como el descubridor del La’, fue Jons Jacob Berzelius (1779-1848), otro sueco, quien
relaciond indeleblemente al (La’) con el estudio del ejercicio, cuando informd la presencia de La en los musculos de ciervos
cazados en 1807 (19[p41]) o 1808 (20[pxxvii]). Berzelius aparentemente se convencié de que la cantidad de La en un
musculo era proporcional a la cantidad de ejercicio que el musculo habia realizado (19[p41]).

No se menciona frecuentemente que Berzelius también descubri6 el &dcido pirtvico (28[p56]). En ese sentido, es digno que
nosotros hagamos una pausa en el bicentenario de la investigacidon sobre el metabolismo del lactato en el musculo, para
realizar una apreciacion global histérica breve y una discusion sobre las controversias actuales. En la actualidad existen
por lo menos tres areas de discusion sobre el estudio fisioldgico /bioquimico del La: 1) el papel del La” como un agente
causal o de prevencion de la fatiga muscular, 2) el papel de La en la acidosis del ejercicio de alta intensidad y 3) la via del
metabolismo intracelular de La en el musculo. Esta revision se centrara en el tercer punto.

El metabolismo del La en el musculo durante y después del ejercicio es de especial importancia dado que el misculo
esquelético no solo es la fuente més importante de La si no que también es el principal consumidor de La". Por ejemplo,
durante la recuperacion del ejercicio intenso, la oxidacion es la via principal para la remocion del La, particularmente en el
musculo esquelético.

LACTATO DESHIDROGENASA: DESCUBRIMIENTO E ISOENZIMAS

La discusién sobre el metabolismo intracelular del La no sélo es una historia sobre el La si no que también sobre la enzima
que cataliza su formacion, la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Berzelius tiene una relacion lejana con este aspecto de
la historia, porque él fue el primero (en 1836) en proponer el término catalisis, que él utilizaba para explicar la accion de
compuestos que facilitaban las reacciones quimicas sin experimentar algin cambio ellos mismos (19[pp30-31]). Luego
sobrevino un largo periodo durante el cual los cientificos estudiaron la capacidad para promover las reacciones que tenian
'los fermentos', los tejidos o extractos de tejidos de diferentes organismos. En ese momento, los fermentos fueron divididos
en dos grupos: 1) aquellos que eran desorganizados o solubles y 2) aquéllos que eran organizados o insolubles (es decir,
estaban compuestos por microorganismos intactos).

En 1877, Willy Kithne (1837-1900) propuso el nombre 'enzimas' (griego, 'en levaduras') para los fermentos desorganizados
(28[pp300-301]). Veinte afios después, Eduard Buchner (1860-1917) molié células de levadura con arena a una
temperatura controlada y obtuvo un extracto que estaba libre de células de levadura pero todavia conservaba la capacidad
de fermentar sacarosa a etanol, demostrando concluyentemente que las células no eran esenciales para la fermentacion
(28[pp87-88]).

Posteriormente en 1926, el americano James Batcheller Sumner (1877-1955) aislé por primera vez la forma cristalina de
una enzima, la ureasa, a partir de porotos(28[p498-499]).

Quizas no sorprendentemente, fue Otto Meyerhof (1884-1951) (28[p368]) en 1919, estudiando el musculo esquelético,
quien demostré por primera vez la accidon de la LDH. Después de quizas cientos de investigaciones en el tema de LDH,
aislé LDH pura en forma cristalina a partir de corazones de bueyes.

En el comienzo de los afios cincuenta, varios investigadores aportaron evidencia que las preparaciones de LDH eran
heterogéneas. Este trabajo culminé en 1959 cuando Markert y Mgller (17), usando el método de la separacion superior de
electroforesis en gel de almidén junto con técnicas de tincién histoquimicas, demostraron claramente cinco formas
diferentes de la enzima LDH. Ellos (17) primero también propusieron el término isoenzima para designar a las diferentes
formas moleculares de una enzima. En 1962, el grupo de Kaplan (6) propuso la hipétesis del modelo de organizacion
tetramérica de las isoenzimas de LDH que todavia se aplica hoy: existen dos sub-unidades monoméricas, H (corazon) y M
(musculo) que puede combinarse en grupos de cuatro para producir cinco especies moleculares diferentes; HHHH,
HHHM, HHMM, HMMM y MMMM. La nomenclatura moderna denomina a los monémeros como A (musculo) y B (corazon)
lo que da origen a LDH1 (B4), LDH2 (B3A1), LDH3 (B2A2), LDH4 (B1A3) y LDH5 (A4). El laboratorio de Kaplan (6) avanzd



para proponer que las diferentes propiedades de las isoenzimas eran fisioldgicamente importantes en la regulacion del
metabolismo celular. Especificamente, propusieron que la sensibilidad de las formas relacionadas al corazén (H4, H3M1),
frente a la inhibicidon del piruvato direccionaba al piruvato hacia una oxidacion en un ambiente aerébico como el corazon,
mientras que la relativa insensibilidad a la inhibicién del piruvato, de las formas asociadas al musculo (H1M3, M4)
facilitaba la degradacion anaerdbica de los carbohidratos a lactato en los musculos que realizaban ejercicios (6).

Este esquema ha sido apoyado por evidencia circunstancial. Por ejemplo, la capacidad del musculo para utilizar La” se
correlaciona, tanto con la capacidad oxidativa como con el contenido de LDH del tipo del corazén. Como se observa en la
revision de Van Hall (27), también hay evidencia que indica que las fibras oxidativas de los musculos tienen
aproximadamente la mitad de la actividad total de LDH de las fibras glucoliticas y de esa actividad, una cantidad relativa
mayor la tienen las formas relacionadas al corazén (H4 y H3M1). También, el entrenamiento de resistencia produce un
contenido total de LDH mas bajo y una disminucién en las formas de LDH de tipo muscular (H1M3, M4) (27).

Sin embargo, Newsholme (21) ha cuestionado el papel potencial del perfil de las isoenzimas de LDH en la produccion vs. la
utilizacion de La” en varios puntos: 1) la reaccion de la LDH esta cerca del equilibrio, lo que sugiere que la inhibicién por
piruvato tendria un efecto despreciable en el flujo a lo largo de la reaccion, 2) las diferencias entre la funcion de las
isoenzimas podrian ser menores in vivo que in vitro debido a la mayor temperatura y a otros factores del entorno
intracelular 3) la inhibicién por piruvato no se produciria en las elevadas concentraciones de la enzima LDH encontradas in
vivo y 4) la inhibicion informada, podria deberse a los rastros de la forma enodlica del piruvato que son probablemente mas
frecuentes in vitro que in vivo.

Ademés, Van Hall (27) recalcé lo siguiente: 1) que la cantidad absoluta de las formas de LDH del tipo corazén, permanece
bastante constante entre los tipos de fibra y durante el entrenamiento de resistencia y 2) que las concentraciones de
piruvato y La necesarias para la inhibicién de LDH in vitro son varias veces mas altas que las concentraciones mas altas
observadas in vivo. También es posible que la unién de LDH a las proteinas celulares pueda cambiar sus parametros
cinéticos. Mi conclusion es que el papel regulador exacto de las isoenzimas de la LDH no ha sido completamente
establecido todavia.

LDH: LOCALIZACION DENTRO DE LA CELULA

La lactato deshidrogenasa ha sido considerada durante mucho tiempo como una enzima glucolitica ' soluble ' localizada en
el citoplasma de las células, predominantemente en la banda I del musculo estriado (18, 27). Ademaés, existe evidencia
significativa que LDH se une reversiblemente a las proteinas del citoesqueleto entre las que se incluyen, la actina, tubulina
y troponina entre otras (ver (18) para obtener las referencias). Ademas, aparentemente un fragmento de LDH se localiza
en el reticulo sarcopldsmico (SR), particularmente en el musculo esquelético glucolitico (por ejemplo, (1)). De acuerdo con
los estudios previamente citados, generalmente se informa que la actividad glucolitica se encuentra exclusivamente en el
fragmento sobrenadante de los homogenatos de tejidos, fragmento que esencialmente no contiene ninguna mitocondria.

La historia de la localizacién de la LDH y por lo tanto, del metabolismo intracelular del La’, se volvié mds cuestionada con
una publicacién de Baba y Sharma en 1971 (1). Los autores (1) citaron varios estudios que informaron actividad de la LDH
en la fraccion mitocondrial de los tejidos, asi como numerosos estudios histoquimicos que demostraron la actividad de la
LDH en la mitocondria de varios tejidos. Sus propios resultados (1), obtenidos en el musculo esquelético a través de una
combinacion de técnicas histoquimicas y de microscopia electrdnica, indicaron principalmente la presencia de isoenzimas
del tipo cardiaco en las mitocondrias y citoplasma, y principalmente isoenzimas del tipo-muscular en asociacién con el
reticulo sarcoplasmico (SR). Los autores supusieron que las formas de LDH de tipo cardiaco, podrian desempefiar un papel
similar al de la glicerol fosfato deshidridrogenasa y al de la malato deshidridrogenasa. Sin embargo, concluyeron que “la
permeabilidad de la mitocondria al lactato no ha sido correctamente demostrada y el transporte de lactato sigue siendo
pura especulacion” ((1); el énfasis es mio).

Posteriormente, Skilleter y Kun (25), Deimann et al. (8), Kline et al. (16), Brandt et al. (3), y Chretien et al. (7) entre otros,
a través de una variedad de técnicas, encontraron LDH en asociacion con las mitocondrias. En 1972, Skilleter y Kun (25)
también informaron la oxidacion de La por mitocondrias de higado aisladas, aunque, increiblemente, el proceso parecia
requerir energia. Szczesna-Kaczmarek (26) se transformo en el primer investigador que informo oxidacion directa del La’
por parte de las mitocondrias en el musculo esquelético en 1990.



EL TRANSPORTE INTRACELULAR DE LACTATO (LANZADERA DE LACTATO)

Finalmente, en 1999, Brooks et al. (5) esclarecieron totalmente el transporte de lactato intracelular que sélo habia sido
inferido por Baba y Sharma (1). Un principio central de este transporte intracelular fue que el La” es un producto inevitable
de la glucolisis, especialmente durante la glucdlisis rapida, ya que la LDH tiene la Vmax mas alta que cualquier enzima de
la via glucolitica y la Keq de la reaccion de conversion de piruvato a La” estd desplazada hacia el La y nicotinamida adenina
dinucleotido(NAD™) (4,5). Dada esta informaci6én, Brooks et al (4) cuestionaron cémo seria posible que el lactato fuera
transformado nuevamente en piruvato en el citosol, permitiendo asi, la oxidacién de La por los tejidos bien perfundidos, un
fenémeno universalmente aceptado, que sentd las bases de la teoria del transporte de lactato célula a célula (9, 10, 27).
Una explicacion simple seria que la LDH cataliza una reaccion cercana al equilibrio, lo que permitiria que pequeiios
cambios en las concentraciones de sustratos y productos, dirijan inmediatamente la reaccion en la direccién opuesta. Sin
embargo, el laboratorio de Brooks (4, 5, 11, 13) en los dltimos afios, plante6 una explicacion diferente y presenté evidencia
de los siguientes componentes claves de un transporte de lactato intracelular en el musculo esquelético: 1) captacion y
oxidacién directa de La por las mitocondrias aisladas sin conversion extra mitocondrial previa de La" a piruvato (Fig. 1), 2)
la presencia de un conjunto de LDH intramitocondrial y 3) la presencia de un transportador de La’, transportador
monocarboxilato 1 (MCT1), en la mitocondria, probablemente en la membrana interna mitocondrial.
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Figura 1. Oxidacion de lactato y piruvato por mitocondrias aisladas de miusculo esquelético de rata. La concentracion de ambos
sustratos fue de 10 mM y en el medio ademds se agregé malato en una concentracion de 2,5 mM. Comparar con los valores
informados por Yoshida et al. (30) en la Figura 2 quienes argumentan que los resultados que se muestran en esta figura se deben
probablemente a contaminacion. Los datos fueron extraidos de la Tabla 1 del trabajo de Brooks et al (5).

El funcionamiento de un transporte de lactato intracelular como el descripto por el grupo de Brooks (5) implica una
produccion constante de La” en el citosol, donde la tasa de produccion aumenta cuando la actividad glucolitica es elevada.
Debido a su elevada concentracion en relacion con el piruvato, el La” seria el principal monocarboxilato en difundir hacia la
mitocondria. En la versién original de este transporte, este La seria transportado luego a través de la membrana
mitocondrial interna por MCT1. Una vez dentro de la matriz mitocondrial, la LDH mitocondrial catalizaria la reconversion
de La a piruvato quien se oxidaria, a través de la reaccién de PDH a acetil coenzima A (CoA). Luego el acetil CoA
ingresaria al ciclo de los acidos tricarboxilicos. Un punto importante es que este transporte intracelular de lactato, no sélo
aportaria el sustrato en forma de La” para la conversion al piruvato, si no que también aportaria los equivalentes reducidos
(la forma reducida de NAD* (NADH)), reemplazando o complementando asi, el rol de los transportadores (lanzaderas)
malato-aspartato y glicerol-fosfato en diferentes grados, dependiendo de la tasa de formacion de La y de su velocidad de
transporte hacia la mitocondria (9).

Es correcta la teoria de Brooks? ¢Las mitocondrias pueden oxidar al La” directamente? Después de la propuesta de Brooks
del transporte intracelular de lactato, Rasmussen et al. (23) y Sahlin et al. (24) no observaron ninguna evidencia que
indicara que las mitocondrias puedan utilizar La” como un sustrato sin la conversion previa a piruvato en el citoplasma. Un
informe preliminar de Willis et al. (29) también observd actividad insignificante del transporte intracelular de lactato



propuesto en mitocondrias aisladas a partir de musculo esquelético (Tipos Iy IIb) y de higado de ratas. Ponsot et al. (22)
no observaron ninguna seflal directa de oxidacién mitocondrial de La" en las fibras desolladas del musculo cardiaco,
musculo esquelético glucolitico o muisculo esquelético oxidativo. Finalmente, Yoshida et al. (30) del laboratorio de Bonen
recientemente también observaron oxidacidn directa minima de La por las mitocondrias del subsarcolemma o por
mitocondrias intermiofibrilares, ya sea del musculo esquelético rojo (oxidativo) o blanco (glucolitico) (Figura 2).
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Figura 2. Oxidacion de diferentes concentraciones (0,18, 1,8, y 10 mM) de lactato y piruvato en las mitocondrias intermiofibrilares
(Panel A) y del subsarcolema (Panel C) de musculos rojos y blancos de ratas. La oxidacion de lactato también se presenta en una
escala 30 veces mas sensible en los dos tipos de musculos; rojo y blanco en las mitocondrias intermiofibrilares (Panel B) y del
subsarcolema (Panel D). Es importante observar la oxidacion insignificante directa de lactato en la mitocondrias intermiofibrilares y
del subsarcolema obtenidas del musculo esquelético rojo y blanco de ratas. Comparar con los valores obtenidos por Brooks et al. (5)
en la Figura 1. Hashimoto y Brooks (11) afirmaron que estos resultados se deben probablemente a la pérdida de LDH mitocondrial
durante los procesos de aislamiento. (Obtenido de Yoshida, Y., G.P. Holloway, V. Ljubicic, H. Hatta, L.L. Spriet, D.A. Hood, y A. Bonen.
Negligible direct lactate oxidation in subsarcolemmal and intermyofibrillar mitochondria obtained from red and white rat skeletal
muscle. J. Physiol. 582:1317-1335, 2007. Copyright * 2007 Blackwell Publishing. Reproducido con autorizacion).

Un punto central en este debate es la localizacidon exacta de la LDH. Aunque varios investigadores han informado que la
LDH se asocia con las mitocondrias (como previamente describimos), estos informes deben ser discutidos con mayor
detenimiento.

Primero, algunos investigadores (23, 24, 30) destacan que la cantidad de LDH asociada con las mitocondrias es demasiado
pequeia y concluyen que las mitocondrias aisladas por Brooks et al. (5), asi como por otros autores estdn contaminadas
con LDH citoplasmica. De hecho, Chretien y colegas (7), quiénes encontraron LDH en preparaciones enriquecidas con
mitocondrias de musculo esquelético humano, consideraron que la LDH era un contaminante del citoplasma. De manera
contraria, Hashimoto y Brooks (11) apuntaron a diferencias en las técnicas de aislamiento de las mitocondrias y plantearon
que otros autores probablemente perdieron la LDH que estaba asociada con las mitocondrias.

Claramente, seria util que algtin investigador comparara cuidadosamente la actividad de LDH y oxidaciéon de La en
mitocondrias aisladas por los métodos de Brooks y colaboradores, en comparaciéon con mitocondrias aisladas por las



técnicas de otros investigadores que no hayan observado oxidacién mitocondrial de La".

Otro obstaculo critico a la idea de oxidacion de La dentro de la matriz mitocondrial, es la posible violacion de la primera
ley de la termodinamica tal como lo describen Sahlin et al. (24). Las vias de entrada diferentes para el piruvato y NADH del
citoplasma a la matriz mitocondrial, producen un marcado gradiente de potencial oxidacién/reduccioén a través de la
membrana interna mitocondrial. Para el mantenimiento de este gradiente es fundamental la existencia de un paso de no-
equilibrio entre los transportadores (lanzaderas) de glicerol-fosfato y malato-aspartato. No se han presentado ni evidencias
empiricas ni explicaciones teodricas que sustenten el paso de no-equilibrio en la hipétesis de transporte intracelular de
lactato.

¢LDH EN EL ESPACIO INTERMEMBRANARIO MITOCONDRIAL?

En mi opinidn, el peso de la evidencia esta en contra de la presencia de LDH en la matriz mitocondrial y, por consiguiente,
de la oxidacién de La dentro de la matriz mitocondrial. Sin embargo, la LDH podria estar presente en el espacio
intermembranario de la mitocondria, quizas unida (laxamente?) a la membrana interna mitocondrial. Como mencionamos
previamente, Baba y Sharma (1), encontraron LDH asociada con la mitocondria pero, al mismo tiempo, cuestionaron la
permeabilidad de la mitocondria al lactato, dejando al espacio intermembranario como una ubicaciéon probable en el
musculo cardiaco y el musculo esquelético. Skilleter y Kun (25) realizaron fraccionamiento submitocondrial y llegaron a la
conclusién que la LDH en la mitocondria intacta 'probablemente se encuentra en el lado exterior de la membrana interna '
en las células del higado. Deimann et al. (8) utilizaron microscopia electrénica de transmisién y encontraron el producto de
reaccion para LDH ' claramente identificado en el espacio intermembranario de la mitocondria ' en musculo esquelético
glucolitico de conejos. Utilizando ruptura por protedlisis de mitocondrias aisladas de higado, Kline et al. (16) concluyeron
que la LDH esta 'principalmente en la membrana exterior y en el espacio periplasmico'. Brandt et al. (3) utilizaron
fraccionamiento por digitonina de mitocondrias aisladas de corazdn, rifiién, higado y linfocitos de rata; e informaron que 'la
LDH mitocondrial se localiza principalmente en el espacio periplasmico'.

Espacio periplasmico y espacio intermembranario son términos equivalentes.

Observaciones recientes de Hashimoto et al. (12) del laboratorio de Brooks aportaron detalles adicionales sobre la
posibilidad de que la LDH esté asociada con la membrana interna mitocondrial. Usando técnicas de microscopia
electronica de escaneo confocal laser e inmunoblotting luego de inmuno precipitacion, en células L6 del musculo
esquelético, Hashimotoet al. (12) encontaron evidencia que sugiere que LDH, MCT1, la glucoporteina transmembranaria
que atraviesa una sola vez la membrana CD147 y la citocromo oxidasa, se colocalizan en la membrana mitocondrial
interna, y la enzima LDH aparentemente se ubicaria en la superficie exterior de la membrana interna. Los autores (12)
denominaron a éste complejo; complejo de oxidacion del lactato y han descripto evidencia experimental que apoya la
existencia de este complejo en otros trabajos (11). La ubicacidon potencial de la LDH unida laxamente al exterior de la
membrana mitocondrial interna, replantea la posibilidad que dicha LDH podria ser susceptible a la pérdida durante el
aislamiento de las mitocondrias del tejido muscular. Sin embargo, pareceria improbable que la LDH (peso molecular igual
a 134000) pueda atravesar una membrana mitocondrial exterior intacta porque la misma es impermeable a las moléculas
superiores a 5000 daltons, mientras que las especies NAD*/NADH con un peso molecular de aproximadamente 664, la
atraviesan facilmente. También pareceria improbable que la LDH dentro del espacio intermembranario mitocondrial sea
susceptible a la destruccion por parte de las proteasas usadas en el aislamiento mitocondrial (tripsina con peso molecular
de 23000; y nagarasa con un peso molecular de 27000).

EL TRANSPORTE INTRACELULAR DE LACTATO PERMANECE VIABLE

A pesar de las serias observaciones descriptas previamente, es bastante posible que opere un transporte intracelular de
lactato, aunque sin un metabolismo de lactato dentro de la matriz (Figura 3).

Es razonable especular que las concentraciones de piruvato y NADH sean menores al lado de la membrana mitocondrial
interna donde el transportador del piruvato y los transpordadores de NADH (malato-aspartato y glicerol fosfato) trasladan
los equivalentes de piruvato y NADH, respectivamente, hacia adentro de la mitocondria. En otras palabras, las
mitocondrias que realizan una oxidacidn activa producirian una 'disminucién drastica ' en la utilizacién de piruvato y
NADH vy, por consiguiente, en su captacion a partir de las ubicaciones citosolicas adyacentes. Al mismo tiempo, los sitios
de glucdlisis celular crearian concentraciones elevadas de La” dado que el principal producto final de la glucdlisis es el La’



debido a la elevada actividad de LDH, tal como lo describimos previamente. Esta situaciéon produciria la mayor produccion
y concentracion de La™ en las localizaciones citosdlicas alejadas de las mitocondrias. Luego, a causa de la concentracion de
La relativamente superior en comparacion con la concentracion de piruvato, el La seria la primera especie en difundir
hacia las dreas cercanas a las mitocondrias. La concentracién de La es tipicamente aproximadamente 10-200 veces mayor
que la concentracion de piruvato en el musculo esquelético. Al lado de las mitocondrias, o si Hashimoto et al. (12) estédn en
lo cierto, en el espacio intermembranario, el La' y NAD* seran transformados nuevamente a piruvato y NADH por la accién
de la LDH, para ser incorporados a la mitocondria. Tal esquema, que se supone analogo al esquema del transportador de la
fosfocreatina, concordaria con la cercania al equilibrio de la reaccién de la LDH en el citosol y daria lugar a la produccion
de La junto con la oxidacién subsecuente y menos transporte de La hacia afuera de la célula.

Debo aclarar que la ubicacion especifica de la LDH, en el espacio intermembranario o unida a la membrana interna, no
seria un requisito para el funcionamiento de un transportador de lactato intracelular. Finalmente, a pesar de la evidencia
de la presencia de MCT1 en un complejo de oxidacion de lactato (12), es bastante posible, quizéas probable, que el piruvato
sea transportado a través de la membrana interna mitocondrial a través del transportador mitocondrial de piruvato (MPC
(14)) que tiene una afinidad muy alta por el piruvato.
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Figura 3. Representacion esquemadtica de los elementos esenciales de los posibles transportadores (lanzaderas) de lactato
intracelular (intramuscular), uno formando un complejo de oxidacion de lactato con la lactato deshidridrogenasa (LDH) (12) en la
membrana interna mitocondrial, y otro sin la LDH unida a la membrana interna o incluso en el espacio intermembranario. Se
considera que una elevada actividad de LDH citosolica garantiza la formacion de lactato (La’) en el citoplasma bajo virtualmente todas
condiciones, pero sobre todo durante el ejercicio. Aunque el La podria formarse en todo el citosol, se muestran dos situaciones
particulares; una en asociacién con la bomba Na'*/K*-ATPasa en el sarcolema; y la otra, junto con la Ca’*-ATPasa en la membrana de
SR. El sarcolema estd representado por gruesas lineas dobles en la zona superior del esquema, mientras que las membranas
mitocondriales internas y externas han sido agrandadas dramdticamente para demostrar las posibles vias del La'. Las lineas punteadas
rojas y negras que conectan al Pyr con el La en el cuadrante izquierdo superior indican la naturaleza cercana al equilibrio de la
reaccion de la LDH y el movimiento de la masa de La y Pyr de un sitio de formacion neta a un sitio de consumo neto. Los huecos en la
membrana mitocondrial exterior ilustran que es libremente permeable a la mayoria de las moléculas pequenias (pero probablemente
impermeable a LDH, tripsina o nagarsa; ver el texto). El La se presenta en negrita y rojo y de mayor tamafio que el piruvato (Pyr)
para indicar que el La se presenta tipicamente en mayor concentracion que el Pyr. Si se convirtiera nuevamente La a Pyr fuera del
espacio intermembranario, dentro del espacio, o a través de una LDH mitocondrial, el NADH "H" resultante seria transportado por la
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membrana interna mitocondrial a través de los transportadores (lanzaderas) malato-aspartato y glicrol fosfato. Es importante destacar
que la ilustracion de estos transportadores tradicionales en la membrana interna mitocondrial no pretende sefialar que sus
componentes se limitan a esta ubicacion; las reacciones que se producen fuera de la membrana interna pueden producirse en todo el
citosol. El Pyr’ podria ser transportado a través de la membrana mitocondrial interna por un transportador de piruvato, (MPC,
postulado como el mds probable) o por un transportador monocarboxilato (MCT1), ya que ambos han sido identificados en la
membrana interna. El MCT1/MPC en el complejo de oxidacion de lactato no implica que Hashimoto et al. (12) informaran la presencia
de MPC alli; su evidencia apoya el MCT1. Para evitar confusion, no se muestran las flechas que indican las posibles rutas de difusién
de NAD* y NADH * H*. COX = citocromo oxidasa; cLDH= lactato deshidridrogenasa citosélica; CD147= glicoporteina
transmembranaria que atraviesa la membrana una sola vez; ETC II e III, complejos II y III de la cadena de transporte de electrones;
Gly= Glucdgeno; Glu=glucosa; Inner= membrana interna mitocondrial; La’= Lactato; MCT1=transportador monocarboxilato 1;
mLDH= LDH mitocondrial; MPC= transportador de piruvato mitocondrial,; NADH-dh=NADH deshidridrogenasa complejo I; Outer=
Membrana externa mitocondrial; Pyr-, Piruvato. [Adaptado de Hashimoto, T., R. Hussien, y G.A. Brooks. Colocalization de MCT]1,
CD147, y LDH en el mitocondrial la membrana interna de L6 musculo células: la evidencia de un mitocondrial lactato oxidacion
complejo. Es. ]J. Physiol. Endocrinol. Metab. 290:E1237y E1244, 2006. Copyright * 2006. The American Physiological Society
Reproducido con autorizacion].

COMPARTIMENTALIZACION DEL METABOLISMO

El modelo previamente descrito es consistente con la compartimentalizacion del metabolismo como ha sido descripta en
varios estudios. James y colegas (15) propusieron que la bomba Na*/K" ATPasa obtenia su energia totalmente de la
glucolisis quien estd estrechamente asociada con la bomba; idea que ha sido corroborada recientemente con los estudios
de fibras del musculo esquelético desolladasmecéanicamente. Hay también evidencia considerable de que existe una
compartimentalizacion funcional de la glucdlisis con el SR. La Figura 4 proporciona la evidencia circunstancial visual de la
compartimentalizacién glucolitica con el SR. ¢Es posible que el La producido por glucdlisis asociada con la bomba de Ca**
del SR se desvie hacia la mitocondria intermiofibrilar, mientras que el La” producido por la glucélisis asociada con la
actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa se desvie hacia las mitocondrias del subsarcolema?. Quizas los estudios futuros
proporcionaran la evidencia necesaria en éste aspecto.
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Figura 4. Imagen de una fibra del misculo esquelético humano obtenida mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
(amplificacién original 20000X; barra de la escala = 2 um). La seccion de 60 nm de espesor fue cortada precisamente en la superficie
de la miofibrilla, para poder visualizar las triadas situadas en la banda I a cada lado de la linea 2z, con largas mitocondrias apareadas
localizadas transversalmente a nivel de la banda I alrededor del aparato contrdctil y en el contacto con el SR pero claramente
separadas de los tubulos t. Es posible observar rastros de tibulos longitudinales del SR como los cordones desde la cisterna terminal




hacia el collar fenestrado al nivel de la banda M. Los abundantes granulos de glucégeno se visualizan como puntos negros. Aunque
algunos grdanulos de glucégeno estdn indudablemente cerca de la mitocondria en la micrografia, la densidad de grdnulos que rodean
al SR es sugestiva de una compartimentalizacion glucolitica con el SR. Las fibras musculares humanas fueron fijadas con 2,5%
glutaraldehido en buffer cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7.3) durante 24 h luego fueron enjuagadas cuatro veces en buffer cacodilato de
sodio 0,1 M, posteriormente fijadas en tetradxido de osmio 1% (0sO,) y 1,5% ferrocianuro de potasio (K,Fe(CN),) en buffer cacodilato
de sodio 0,1 M durante 90 min, y enjuagadas dos veces en buffer cacodilato de sodio 0,1 M, deshidratadas con alcohol en diferentes
graduaciones, infiltradas con mezclas graduadas de oxido de propileno y Epon, y embebidas en Epon al 100%. Las secciones ultra-
delgadas (E60 nm) fueron cortadas con un ultramicrétomo Leica Supernova y contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo.
Las secciones fueron examinadas y fotografiadas en un microscopio electronico Philips EM 208 y una camara Megaview III de FW. Las
imdgenes fueron registradas con una amplificacion de 20000X con un microscopio electronico de transmision calibrado previamente.
La figura fue obtenida por cortesia de Niels Krtenblad y Joachim Nielsen, de la Universidad de SouthernDenmark, Odense,
Dinamarca. No ha sido publicada previamente.

CONCLUSIONES

En conclusién, las investigaciones sobre el metabolismo muscular del lactato siguen siendo un semillero de actividad 200
anos después de que se informara que en los musculos que realizaban ejercicios, se producia un aumento de La". La mayor
fuente de discusion se centra en la via/s intracelular exacta de oxidacién de La". E1 modelo de interés es el transporte
intracelular del lactato. Las preguntas claves son las siguientes: ¢1) como se puede seguir el recorrido del La” de una
localizacién intracelular a otra?; ¢2) donde se localiza precisamente la LDH dentro de las células musculares?; ¢3) Para que
funcione el modelo de transporte (lanzadera) intracelular del lactato es necesario que la LDH tenga localizaciones fijas?
Los estudios futuros podran proporcionar las respuestas conclusivas a estas preguntas.
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