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RESUMEN 

En el presente trabajo, se investigó el efecto del calcio 

libre extramitocondrial (Ca
2
+) sobre los procesos de la 

respiración y biosintesis de progesterona (P4), as! como el 

posible sitio de actividad en las mitocondrias de placenta humana 

(MPH) a término. 

Los resultados nos indicaron que en las MPH incubadas con 

concentraciones crecientes de Ca2
+ calculadas (26), desde 1 nM 

hasta 5 . 0 µM, hubo una inhibición del 70 3 en la velocidad de 

respiración en el intervalo 0.1 a 5 . 0 µM, as1 como una reducción 

del 303 en el consumo de oxigeno en el intervalo 1 a 100 nM al ser 

adicionado al medio de respiración 2 mM de MgC1
2

. 

Por otro lado, en las mismas condiciones de respiración en 

ausencia del Mg2
+, se observó un incremento transitorio en la 

síntesis de P4 al aproximarse a 500 nM la concentración del Z+ 
Ca , 

mientras que en presencia del Mg
2

+ no se presentó tal actividad . 

La cadena de transporte de electrones se fragmentó con el uso 

de inhibidores especificos para determinar el posible sitio de 

acción del Ca 2
•. Los resultados nos mostraron que este ion produjo 

un incremento en la actividad de los segmentos que utilizan como 

aceptor final al citocromo c. 

Por otro lado, la ATPasa mostró un incremento en su actividad 

al elevarse las concentraciones de Ca 2
•. 
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libre extramitocondrial (Caz+) sobre los procesos de la

respiracion v biosintesis de progesterona (Fé), asi como el

posible sitio de actividad en las mitocondrias de placenta humana

{HPH) a termino.

Los resultados nos indicaron que en las MPH incubadas con

concentraciones crecientes de Caf* calculadas (26). desde 1 nH

hasta 5.0 DH, hubo una inhibicion del 70 Z en la velocidad de
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del Bofi en el consumo de oxigeno en el intervalo 1 a ido nm al ser
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ausencia del Hg=`, se observo un incremento transitorio en la

sintesis de F4 al aproximarse a 500 nH la concentracion del Ca2+,

mientras que en presencia del M32* no se presento tal actividad.

La cadena de transporte de electrones se fragmento con el uso

de inhibidores especificos para determinar el posible sitio de

accion del Caz+. Los resultados nos mostraron que este ion produjo

un incremento en la actividad de los segmentos que utilizan como

aceptor final al citocromo c.

Por otro lado, la ATPasa mostro un incremento en su actividad

al elevarse las concentraciones de Ca=+.
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Nuestros hallazgos sugieren que en las MPH el ca 2
• reduce 

la respiración mitocondrial y que esto pudiera explicar el 

incremento transitorio en la s1ntesis de P4, además de sugerir que 

el caz+ actua a otro nivel diferente a la cadena de transporte 

de electrones y la ATPasa, ya que estos procesos no se vieron 
~ 

inhibidos significativamente por la presencia del ion. Estos datos 

dan la pauta para un papel del Caz+ en el proceso respiratorio y 

en la biosintesis de P4 en las MPH, además de abrir el camino a 

una futura intervención en los mecanismos involucrados en la 

modulación del Caz+ y su pa1ticipación en otros procesos de este 

tejido esteroidogénico. 

o
Nuestros hallazgos sugieren que en las MPH el Cai* reduce

la respiracion mitocondrial v que esto pudiera explicar el

incremento transitorio en la sintesis de Fa. ademas de sugerir que

el Cea* actua a otro nivel diferente a la cadena de 'transporte

de electrones v la ATFasa, ya que estos procesos no se vieron

inhibidos significativamente por la presencia delíion. Estos datos

dflfl lfl Pflütü PHFB UH PHPE1 ÚE1 Cog*-en el proceso respiratorio 5:

en la biosintesis de Fa en las HFH. además de abrir el camino a

una futura intervencion en los mecanismos involucrados en la

modulacion del Cai* 3.' su pa: ticipacion en otros procesos de este

tejido esteroidogenico.
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II. INTRODUCCION 

L:_ Importancia del Ca 2
+ en los sistemas biológicos~ En los 

últimos a~os se ha aceptado que el es un ion con amplia 

distribución celular, que desempe~a un papel importante en los 

procesos biológicos tan diversos como la contracción muscular, la 

división celular y la secreción hormonal. Además se encuentra 

entre los segundos mensajeros, para llevar la información quimica 

o eléctrica que llega a la membrana celular hasta los sitios donde 

se lleva a cabo el efecto, para conseguir asi un control eficaz de 

los procesos involucrados. Hasta ahora, se ha llegado a 

identificar que su acción radica en la modulación de la actividad 

de varias enzimas, produciendo la regulación de algunas vias 

metabólicas. 

Por otro lado, ha sido estudiado ampliamente el mecanismo por 

el cual el Ca 2
+ es acumulado en la mitocondria (3), en donde la 

concentración libre de este catión en fluidos de mamiferos varia 

desde: 1 mM en plasma, de 0.1 a 1.0 µM (intervalo fisiológico) en 

citosol, a 1.0 µM en la matriz mitocondrial (7). 

g_,_ Transporte en membranas. Los trabajos llevados a cabo en 

las membranas de células y organelas subcelulares de múltiples 

tejidos animales, han permitido reconocer la existencia de una 

gran variedad de sistemas de transporte, que controlan el 

?
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movimiento de algunos iones y moléculas a través de ellas en una 

forma pasiva a favor de gradientes electroquímicos o por un 

transporte activo que requiere acoplarse a una fuente de energia. 

Asi mismo, los estudios realizados en las membranas mitocondriales 

muestran que del total de la energía respiratoria, sólo una 

fracción es usada para fines distintos de la fosforilación 

oxidativa, como es el transporte de ciertos metabólitos 2-
( mal ato . 

citratoª-, aspartato-, ADPª-. piruvato-, etc.), pero no así para 

las mitocondrias que respiran activamente y que mantienen o 

acumulan cationes K+, Na+, 2+ 
Mg • 

2+ 
Ca etc. ) . en donde se 

considera que el intercambio es dirigido por una bomba de 

protones, que sugiere que la energía necesaria no proviene de la 

fosforilación oxidativa, debido a que la captación de cationes no 

es inhibida por la oligomicina en presencia del desacoplante 

dinitrofenol (DNP), (27). 

Por otro lado, el estudio del en la mitocondria ha 

permitido identificar un sistema transportador del catión que 

exclusivamente lo incorpora y otro que continuamente lo libera 

desde la matriz al citosol, lograndose con esto, establecer un 

ciclo de transporte a través de la membrana (3,7,28) el cual 

parece ser un factor importante en la regulación de este catión 

libre que normalmente es muy bajo en el citosol. Además se sabe 

que cuando el potencial de membrana está en el intervalo 

fisiológico, los transportadores de incorporación y liberación 

operan unidireccionalmente para permitir el continuo recambio de 

Ca 2
+ a través de la membrana interna y así proveer la base para 

una regulación cinética en la distribución del catión entre el 
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movimiento de algunos iones v moleculas a través de ellas en una

forma pasiva a favor de gradientes electroquimicos o por un

transporte activo que requiere acoplarse a una fuente de energia.
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fraccion es usada para fines distintos de la fosforilacion

oxidativa, como es el transporte de ciertos metabolitos (malato¦_,

citratofl-, aspartato_, ADPWÄ pdruvato_, etc.}, pero no asi para

las mitocondrias que respiran activamente y que mantienen o

acumulan cationes { If, Na+, Hgr', Ca”, g1_-,¢_ 1, En dende ge

considera que el intercambio es dirigido por una bomba de

protones, que sugiere que la energia necesaria no proviene de la

fosforilacion oxidativa, debido a que la captacion de cationes no

es inhibida por la oligomicina en presencia del desacoplante

dinitrofenol (DNP), (27).

Por otro lado, el estudio del Cai* en la mitocondria ha

permitido identificar un sistema transportador del cation que

exclusivamente lo incorpora v otro que continuamente lo libera

desde la matriz al citosol, lcgrandose con esto, establecer un

ciclo de transporte a traves de la membrana (3,7,2B) el cual

parece ser un factor importante en la regulacion de este cation

libre que normalmente es muy bajo en el citosol. Además se sabe

que cuando el potencial de membrana esta en el intervalo

fisiológico, los transportadores de incorporacion y liberacion

operan unidireccionalmente para permitir el continuo recambio de

Ca: a través de la membrana interna v asi proveer la baser para

una regulacion cinética en la distribucion del cation entre el
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citosol y la matriz mitocondrial (28). 

Otro trabajo (4). realizado en células donde la 

concentración iónica del caz• esta en el intervalo "normal" 

alrededor de 200 nM, reporta que es probable que la principal 

función del sistema transportador de incorporación y liberación 

pueda ser la regulación de las enzimas dependientes de Caz• en 

la matriz mitocondrial, más bien que para la regulación del catión 

en el citosol, con la salvedad de que en las células que 

normalmente experimentan concentraciones de Caz• citosólico 

excediendo el rango micromolar (células óseas), estarían expuestas 

a concentraciones de ca
2

• que serian posiblemente adecuadas 

para activar la ruta de incorporación a la mitocondria. 

La ruta de incorporación fue evidenciada inicialmente en 

mitocondrias aisladas de una variedad de fuentes (40), y más 

recientemente (3) se cree que esta captación es facilitada por la 

energia del potencial de membrana que dirige el transporte activo 

del catión con una transferencia de carga de 1, posiblemente a 

través de un antiportador Caz•;H•. 

Diversos trabajos realizados hasta hoy, han identificado dos 

vias diferentes de liberación del catión en mamíferos: una 

dependiente y otra independiente de Na•. Un flujo de salida 

mediado por un antiportador Ca 2./Na• en mitocondrias de corazón, 

músculo esquelético y cerebro fue descubierto por Carafoli y Cols. 

(3), y un mecanismo similar ha sido demostrado en tejido adiposo 

pardo (40). Lehninger y Cols. (18) observarón un flujo de salida 

mediado por un transportador ca 2 •;H• en mitocondrias de hígado, 

que además se vé regulado por el estado redox de los 

9
citosol v la matriz mitocondrial {2B}.

Dtro trabajo (ol, realizado en celulas donde la

concentracion ionica del Cam' esta en el intervalo "normal"

alrededor de EDD nfl, reporta que- es probable que la principal

funcion del sistema transportador de incorporacion v liberacion

puede ser la regulacion de las enzimas dependientes de Cal* en

la matriz mitocondrial, más bien que para la regulacion del cation

en el citosol, con la salvedad de que en las colulas que

normalmente experimentan concentraciones de Cat* citosolico

excediendo el rango micromolar {ce1u1as oseasl. estarian expuestas

a concentraciones de Cai* que serian posiblementer adecuadas

para activar la ruta de incorporacion a la mitocondria.

La ruta de incorporacion fue evidenciada inicialmente en

mitocondrias aisladas de una variedad de fuentes {4D], v más

recientemente (3) se cree que esta captacion es facilitada por la

energia del potencial de membrana que dirige el transporte activo

del cation con una transferencia de carga de 1, posiblemente a

traves de un antiportador Ca¦',f'H*.

Diversos trabajos realizados hasta hov, han identificado dos

vias diferentes de liberacion del cation en mamiferos; una

dependiente v otra independiente de Na+. Un flujo de salida

mëdiodü Por Ufl HflfíP0Ftoüür Goz+ƒNa* en mitocondrias de corazon,

músculo esquelético v cerebro fue descubierto por Carafoli y Coin.

(31. v un mecanismo similar ha sido demostrado en tejido adiposc

pardo fool. Lebninger v Cols.{1B} observaron un flujo de salida

mediado por un transportador Caifidf en mitocondrias de higado,

que ademas se ve regulado por el estado redox de los
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piridin-nucléotidos. Con esto, quedó establecido que la liberación 

no ocurre por el intercambio con un ion de carga opuesta. 

J.,_ Efecto del Ca 2
+ sobre 1-ª_ respiración ~ ~orilación 

oxidativa. Johnston y Cols. (14) reportan en mitocondrias de 

higado de rata, un estimulo en la respiración 

concentración de Ca2
+ fue incrementada de 103 a 820 nM 

cuando la 

(intervalo 

fisiológico), argumentando que se debió a la preparación de las 

mitocondrias con una cantidad de calcio endógena aproximada a 

1 nmol/mg de proteína, similar a la que se encuentra in vivo (14), 

suponiendose con estos resultados que el contenido de calcio 

endógeno afecta la respiración como anteriormente fue sugerido en 

otro trabajo (14). 

Por otro lado, Moreno-Sánchez (26), reporta en un estudio 

realizado en mitocondrias de higado de rata, que al manipular 

concentraciones de Ca2
+ calculadas (8) de 1 nM a SµM, se ejerce 

un control aparente en los niveles de calcio intramitocondrial 

que subsecuentemente modulan la fosforilación oxidativa al verse 

afectado el traslocador de nucléotidos de adenina. 

encontró que alrededor de lµM de Ca2
+ proporciona la 

También 

máxima 

síntesis de ATP, pero esto puede variar con la presencia o 

ausencia del fosfato o Mg2
+ 

~Efecto del Ca 2
+ sobre la síntesis de hormonas esteroides. 

La modulación en la síntesis fue estudiada inicialmente en 

homogenados de glándulas suprarrenales, en donde Stone y Hetcher 

(38), demostraron que la acción de la hormona adrenocorticotrópica 

10
piridin-nuclootidos. Con esto, quedo establecido que la liberacion

no ocurre por el intercambio con un ion de carga opuesta.

3. Efecto del Cal* sobre la respiracion 1 fgsforilagiog

oxidativo. Johnston y Cote. [lol reportan en mitocondrias de

higado de rata, un estimulo en la respiracion cuando la

concentracion de cai* fue incrementada de io3 a E20 nH (intervalo

fisiologico}, argumentando que se debio a la preparacion de las

mitocondrias con una cantidad de calcio endogena aproximada a

1 nmol/mg de proteina, similar a la que se encuentra in vico (1o},

suponiendose con estos resultados que el contenido de calcio

endogeno afecta la respiracion como anteriormente fue sugerido en

otro trabajo (14).

Por otro lado, Moreno-Sanchez {2o}. reporta en un estudio

realizado en mitocondrias de higado de rata, que al manipular

concentraciones de Ca” calculadas fo) de 1 nt! a Sur-1, se ejerce

un control aparente en los niveles de calcio intramitocondrial

que subsecuentemente modulan la fosforilacion oxidativa al verse

afectado el traslocador de nuclootidos de adenina. Tambien

encontro que alrededor de ipfi de Cai* proporciona la maxima

sintesis de ATP, pero esto puede variar con la presencia o

ausencia del fosfato o Hgz+

4-o, Efecto del Ca: sobre la sintesis' de hormonas esteroidesL

La modulacion en la sintesis fue estudiada inicialmente en

homogenados de glándulas suprarrenales, en donde Stone y Hetcher

(38), demostraron que la accion de la hormona adrenocorticotropica
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(corticotropina) era incrementar la conversión de colesterol a 

pregnenolona en la biosintesis de corticoesteroides. Otros 

trabajos (17,31), mostraron que el efecto estimulatorio en la 

producción de corticosteroides, era ocasionado por mecanismos que 

involucraban: a) el congelamiento (cuyos efectos físicos eran 

inespecificos) que incremento la síntesis hasta tres veces 

b) por la acción de la Ficina (una enzima proteolitica) que 

duplicó el efecto dado por la congelación; y c) por la acción 

del ca 2
• que resulto estar involucrado específicamente en la 

acción de la corticotropina. Comparativamente otros cationes como 

el Sr
2
·, Mg

2
•, Ba

2
+ y Fe

2
•, mostraron que en sus concentraciones 

más efectivas estimularon aproximadamente la síntesis de la 

hormona en 50 ~ asi mismo otros cationes como el 
Z+ Z+ 

un ; ~. Zn 
' 

Cu 
Z+ Z+ Ni 2 + sólo ' 

Co y mostraron efectos inhibitorios (17)' 

ver la Tabla I. 

Por otro lado, los iones Ca 
Z+ 

han sido implicados los en 

procesos biosintéticos de esteroides en testículos, glándulas 

suprarrenales y ovarios (13,42), sin embargo en todos estos 

tejidos el AMPc esta considerado como el principal regulador 

intracelular de la producción de hormonas. Se ha reportado (2), 

que la placenta bovina puede asemejarse a la zona de la 

glomerulosa de la corteza suprarrenal, un tejido en el cual el 

ca 2
• más bien parece ser la se~al principal del incremento en la 

síntesis de aldosterona y no los nucleótidos cíclicos. Asi mismo 

se reporta (35) que las células placentarias de bovino sintetizan 

progesterona y que su actividad esteroidogénica es estimulada por 

un proceso dependiente de Ca~ e independiente de nucleótidos 

11
ícorticotropinal era incrementar la conversion de colesterol a

pregnenolona en la biosintesis de corticoesteroides. Dtros

trabajos {l?,31}. mostraron que el efecto estimulatorio en la

produccion de corticosteroides, era ocasionado por mecanismos que

involucraban; al el congelamiento icuvos efectos fisicos eran

inespecificosì que incremento la sintesis hasta tres veces ;

by por la accion de la Ficina {una enzima proteolitical que

duplico el efecto dado por la congelacion; v c} por la accion

del Ca¿+-que resulto estar involucrado especificamente en la

accion de la corticotropina. Comparativamente otros cationes como
2+ 2+ 2+ 2+

El 51? . HB , Ea Y FE , l1lDS`I.'.l"BI`Dfl que en SUS CDDCEDÉPHCÍDHEE

más efectivas estimularon aproximadamente la sintesis de la

hormona en un SU E ; asi mismo otros cationes como el Hn2+, En2+,

Cu2+, Cog* 'v N12* mostraron solo efectos inhibitorios {1?},

ver la Tabla I.

Por otro lado, los iones Cai* han sido implicados en. los

procesos biosintoticos de esteroides en testiculos, glándulas

suprarrenales v ovarios {13,42}, sin embargo en todos estos

tejidos el nHPc esta considerado como el principal regulador

intracelular de la produccion de hormonas. Se ha reportado (21.

que la placenta bovina puede asemejarse a la zona de la

glomerulosa de la corteza suprarrenal, un tejido en el cual el

Caz+;mos bien parece ser la señal principal del incremento en. .la

sintesis de aldosterona v no los nucleotidos ciclicos. Asi mismo

se reporta [351 que las celulas placentarias de bovino sintetizan

progesterona v que su actividad esteroidogonica es estimulada por

un proceso dependiente de Cai* -e independiente de nucleotidos
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TABLA I 

Estimulación en la producción total de corticoesteroides 

en homogenados de suprerrenales por varios cationes. Los 

valores debajo del encabezado de Ca 
2+ 

valores son con-

trol ausencia presencia del Ca 
Z+ 

en o 

3 de rendimiento 

[ J M Sr 
Z+ Mgz+ Ba2 + 2+ 

Fe 

2.5 X 10-4 
26.9 

5 X 10-4 
26.3 31.8 

1 X 10-3 
37.8 34.6 45.6 

2 X 10-3 
15.1 

5 X 10-3 
39.1 44.5 29.6 13.0 

1. 5 X 10-2 
40.2 41. 9 

3 X 10-z 49.0 

3.5 X 10-z 47.8 

4 X 10-z 43.1 

5 X 10-z 40.7 

Ca 
Z+ ca2• Ca 

2+ 
Ca 

2+ 

o 26.6 30.9 24.5 26.2 

1.1 X 10-3 
54.1 66.2 49.6 56.6 

16.5 X 10-3 
75.4 94.9 74.9 79.1 

( Tomado de Koritz y Cots.(17), 1959 ) 

TF.EL.â I

 7`__`_Í' ..-J í| 'Ip'-[_ X

I Estimulacion en la produccion total de corticoesteroides
I

, en homogenados de suprarrenales por varios cationes. Los

Í valores debajo del encabezado de CaF+ son valores con-

trol en ausencia o presencia del Caz+.
-¡ __.¡¡- --_ ¡ ¡ , 1 HI-I-I-II

I

, 2 de rendimiento

¿ [ 1 n ari* sai* I Baz* 1 Faz*
! __†__ 1 _ ¡_ - Jíí - _-- -¡_ í | Ú - I  

2.5 K 10 26.9

5 x 1o*' . 26.3 I 31.8
_ Il 1 x 10 3 3?.s F 34.@ l 45.6

. -a 1' 2 x 10 15.1l
L 5 x 1o" 39.1 aa.s - 29.6 I 13.0

.D-CI DJ1.5 x 10'* 41.9 _
.I.'_3 x 10" ao.o

._¡._

3.5 x 10'” a?.s I
a x 10" a3.1

-25 x 10 ao.? I ,
Caz+ I _caz+ _ ca1+ ca2+

 -o “_`_Úa_. _' 'D. _? mi 'í I .H

0 26.5 30.9 2o.5 A 26.2

1.1 x 1o" 54.1 ee.z 49.6 56.6
16.5 x 10'” . ?5.e 94.9 ?a.s . ?9.1

il 1 1 " -..' ._ I -_-- _

L__ Ã f rcnaaqHee_xar1te v c51a.{1?¿, 1959 J _l
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ciclicos. Se desconoce si un proceso de control similar es 

empleado en la esteroidogénesis 

Hay reportes (25) de que la 

placentaria de 

síntesis de 

otras especies. 

progesterona en 

placenta humana es estimulada por la gonadotropina coriónica 

humana, presumiblemente por un mecanismo mediado por AMPc 

Sin embargo el grado de 

abriendose la posibilidad de 

estimulación producida 

un significativo papel 

es pequel'ía, 

del Caz+ 

Otros trabajos (16,35), han hecho notar que la esteroidog•nesis, 

llevada a cabo en las células grandes del cuerpo luteo, no 

se regula por un incremento en los niveles del AMPc intracelular 

en tejidos de ovino y bovino. Shemesh y Cols. (36) demuestran que 

la disponibilidad de substrato extracelular como el colesterol 

influye en el sistema activador del Caz•. que modula la síntesis 

de progesterona en células placentarias de bovino. 

Foster y Cols. (9) realizaron estudios en células de 

glomerulosa suprarrenal de bovino, en donde se emplearon 

concentraciones de calcio libre citosólico desde l a 100 nM, que 

les permitió analizar y cuantificar el papel del Caz+ en la 

sintesis de aldosterona. Otro trabajo (2), encuentra que es 

activado un sistema mensajero que dispara la esteroidogenesis 

cuando los factores estimulantes llamados angiotensina II y K+ 

elevan la concentración del Caz·. 

~Estudios iniciales en la Placenta Humanª-.:_ La consulta de 

trabajos que dieron inicio al estudio de la placenta humana a 

término, enfocados principalmente para determinar la capacidad de 

fosforilaci6n oxidativa en mitocondrias aisladas (29), reportaron 

13
ciclicos. Se desconoce si un proceso de control similar es

empleado en la esteroidogenesis placentaria de otras especies.

Hay reportes {25} de que la sintesis de progesterona en

placenta humana es estimulada por la gonadotropina corionica

humana, presumiblemente por un mecanismo mediado por aHFc

Sin embargo el grado de estimulacion producida es pequeña,

abriendose la posibilidad de un significativo papel del Cal*

Dtros trabajos [1o,35}. han hecho notar que la esteroidogenesis,

llevada a cabo en las celulas grandes del cuerpo luteo, no

se regula por un incremento en los niveles del sHFc intracelular

en tejidos de ovino v bovino. Shemesh v Cols, (361 demuestran que

la disponibilidad de substrato extracelular como el colesterol

influye en el sistema activador del Ca2+, que modula la síntesis

de progesterona en celulas placentarias de bovino.

Foster y Cols. [9] realizaron estudios en celulas de

glomerulosa suprarrenal de bovino, en donde se emplearon

concentraciones de calcio libre citosolico desde 1 a IDD nm, que

les permitid analizar v cuantificar el papel del Cai' en. la

sintesis de aldosterona. Ctro trabajo ía), encuentra que es

activado un sistema mensajero que dispara la esteroidogenesis

cuando los factores estimulantes llamados angiotensina II y K*

elevan la concentracion del Ca2*.

5. Estudios iniciales en la Placenta Hnmana. La consulta de

trabajos que dieron inicio al estudio de la placenta humana a

termino, enfocados principalmente para determinar la capacidad de

fosforilacion oxidativa en mitocondrias aisladas {29}, reportaron



14 

haber encontrado una gran variabilidad e inestabilidad en este 

proceso. Fueron obtenidas bajas tasas de respiración, y el 

acoplamiento en la producción de ATP, fue impedido por la 

presencia de una fosfatasa activa que liberaba el fosfato del ATP 

y ADP, asi como también fueron observadas relaciones P/O (bajas y 

variables), por lo que se sugiri6 que los resultados en la 

respiración no eran necesariamente consecuencia de una alteración 

funcional de la mitocondria. En otro trabajo (40) se9emostró que 

la adición de albúmina sérica bovina a los homogenados previos 

para el aislamiento de mitocondrias, mejoró las relaciones P/O, no 

asi la respiración.Se reportaron evidencias (5) de que la placenta 

contiene actividades de ATPasa y ADPasa a pH 8.8 y de AMPasa a 

8.2, asi como el aumento de fosfato por arriba de pH 9.5 es 

atribuido a la acción de la fosfatasa alcalina, aunque no pudo ser 

excluida una fosfatasa inespecifica en otros valores de pH. 

§_,_ Cadenas de transporte de electrones 

humana. Otros autores (29,30), desarrollaron 

el aislamiento de mitocondrias, asi como 

en la placenta 

modificaciones para 

para buscar las 

condiciones de ensayo con las que se eliminaba la interferencia de 

las actividades de ATPasa y ADPasa, permitiendose con esto el 

diferenciar y caracterizar las vias del transporte de electrones 

en la respiración, y al mismo tiempo los mecanismos de 

acoplamiento. Las preparaciones mitocondriales incubadas con 

diversas fuentes de equivalentes reductores, más el empleo de 

desacoplantes e inhibidores de la cadena respiratoria, produjeron 

buenas tasas de respiración, control respiratorio y relaciones 

lo
haber encontrado una gran variabilidad e inestabilidad en este

proceso. Fueron obtenidas bajas tasas de respiracion, y el

acoplamiento en la produccion de ATP, fue impedido por la

presencia de una fosfatasa activa que liberaba el fosfato del ATP

y ADP, asi como tambien fueron observadas relaciones PIC (bajas y

variables). por lo que se sugirió que los resultados en la

respiracion no eran necesariamente consecuencia de una alteracion

funcional de la mitocondria. En otro trabajo (oo) sedemostrd que

la adicion de albúmina serica bovina a los homogenados previos

para el aislamiento de mitocondrias, mejoro las relaciones PID, no

asi la respiracion.Se reportaron evidencias [5} de que la placenta

contiene actividades de ATPasa y ADPasa a pH 8.8 y de AHPasa a

8.2, asi como el aumento de fosfato por arriba de pH 9.5 es

atribuido a la accion de la fosfatasa alcalina, aunque no pudo ser

excluida una fosfatasa inespecifica en otros valores de pH.

of Ga-rlsflas ds transporte de slsotrvflsa no la ¿ii
humana. Dtros autores {29,3D], desarrollaron modificaciones para

el aislamiento de mitocondrias, asi como para buscar las

condiciones de ensayo con las que se eliminaba la interferencia de

las actividades de ATPasa y ADPasa, permitiendose con esto el

diferenciar y caracterizar las vias del transporte de electrones

en la respiracion, y al mismo tiempo los mecanismos de

acoplamiento. Las preparaciones mitocondriales incubadas con

diversas fuentes de equivalentes reductores, mas el empleo de

desacoplantes e inhibidores de la cadena respiratoria, produjeron

buenas tasas de respiracion, control respiratorio y relaciones
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ADP/O, muy similares a las reportadas en mitocondrias de corteza 

suprarrenal de rata y bovino (1,34), y a las de cuerpo luteo de 

porcino y bovino (23,33). Se encontr6 que cerca del 20 ~ de la 

respiración mantenida con glutamato, fue insensible a la rotenona 

y debió proseguir por una via alterna de transporte de electrones 

ligada al citocromo P-450. Por otro lado, conociendo que la 

combinación del ascorbato-TMPD, funciona como un donador 

artificial de electrones, los cuales por su potencial de 6xido 

reducción son cedidos a nivel del citocromo e, se encontró que 

cerca del so ~ de la respiración mantenida con este substrato, fue 

insensible a 1 mM de cianuro, por lo que los electrones debieron 

utilizar una via indefinida de la citocromo oxidasa (30). 

Finalmente se encontró que el 100 ~ de la respiración, 

mantenida con glicerol-3-fosfato y succinato, sostuvo un 

rendimiento en la fosforilación oxidativa con una relación ADP/O 

de 2. Por otro lado, la inhibición con rotenona, antimicina A y 

cianuro, que bloquean los sitios de acoplamiento I, II y III 

respectivamente, permitió establecer que la cadena de 

de electrones es la via preferencialmente utilizada, 

glutamato y succinato como substratos (30). 

transporte 

empleando 

Es conocido que las mitocondrias de la corteza suprarrenal, 

testiculo y ovario, además de poseer la cadena de transporte de 

electrones acoplada a la fosforilación oxidativa, también emplean 

una cadena de transporte de electrones alterna para la biosintesis 

de hormonas esteroides. Algunas investigaciones en mitocondrias de 

placenta humana, han mostrado que posee caracteristicas que le 

permiten tener cierta semejanza con estos tejidos 

15
ADP/O, muy similares a las reportadas en mitocondrias de corteza

suprarrenal de rata y bovino {1,3úJ. y a las de cuerpo luteo de

porcino y bovino (23,33}. Se encontro que cerca del 20 K de la

respiración mantenida con glutamato, fue insensible a la rotenona

y debio proseguir por una via alterna de transporte de electrones

ligada al citocromo P-a5D. Por otro lado, conociendo que la

combinacion del ascorbato-THFD, funciona como un donador

artificial de electrones, los cuales por su potencial de óxido

reduccion son cedidos a nivel del citocromo c, se encontro que

cerca del 50 X de la respiracion mantenida con este substrato, fue

insensible a 1 mn de cianuro. por lo que los electrones debieron

utilizar una via indefinida de la citocromo oxidasa (30).

Finalmente se encontrd que el 100 R de la respiracion,

mantenida con glicerol-3-fosfato v succinato. sostuvo un

rendimiento en la fosforilacion oxidativa con una relacion ADP/0

de 2. Por otro lado, la inhibicion con rotenona, antimicina A y

cianuro, que bloquean los sitios de acoplamiento I, II y III

respectivamente, permitid establecer que la cadena de transporte

de electrones es la via preferencialmente utilizada. empleando

glutamato y succinato como substratos (Bs).

Es conocido que las mitocondrias de la corteza suprarrenal,

testículo y ovario, además de poseer la cadena de transporte de

electrones acoplada a la fosforilacion oxidativa. también emplean

una cadena de transporte de electrones alterna para la biosintesis

de hormonas esteroides. Algunas investigaciones en mitocondrias de

placenta humana, han mostrado que posee caracteristicas que le

permiten tener cierta semejanza con estos tejidos
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esteroidogénicos, ya que se le ha identificado una via alterna que 

utiliza equivalentes reductores y oxigeno (24) por via del 

citocromo P-450 (oxidasa terminal con función mixta}, que 

hidroxila y cataliza la conversión del colesterol a pregnenolona 

(22). Esta cadena utiliza como aceptor final al oxigeno, el cuál 

es esencial para que el colesterol sea hidroxilado en las 

posiciones 20 y 22, y de esta manera permitir la liberación de la 

cadena lateral (ácido isocaproico} por la acción de la enzima 

desmolasa 20,22, con la subsiguiente producción de pregnenolona 

que es transformada a progesterona por la acción de la 

3-0H-esterol deshidrogenasa y la ~5-6 esterol isomerasa. Una vez 

que se produce esta hormona, sale de la mitocondria para ser 

distribuida tanto al feto como al torrente circulatorio y servir 

como materia prima precursora de la sintesis de hormonas 

esteroides. Esta cadena de transporte de electrones alterna es un 

sistema de monooxigenasa con substratos de tipo esteroidal, 

constituida por tres componentes localizados en la membrana 

interna de la mitocondria: una 

especifica para el NADP+, 

flavoproteina que contiene FAD 

una ferrosulfoproteina llamada 

adrenodoxina y el citocromo P-450. 

Se sabe que la energia requerida para la activación de la 

cadena alterna es proporcionada por las diferentes reacciones 

mitocondriales acopladas a la reducción del NADP+, y debido a que 

éste no puede atravesar la membrana interna, su principal fuente 

de equivalentes reductores esta limitada a substratos como malato 

e isocitrato, para los cuáles hay deshidrogenasas 

intramitocondriales dependientes del NADP+. Para el caso del 
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esteroidogenicos, ya que se le ha identificado una via alterna que

utiliza equivalentes reductores y oxigeno (Zé) por via del

citocromo F-aãfl {oxidasa terminal con funcion mixta}, que

hidroxila y cataliza la conversion del colesterol a pregnenolona

(22). Esta cadena utiliza como aceptor final al oxigeno, el cuál

es esencial' para que el colesterol sea hidroxilado en las

posiciones 20 v 22. y de esta manera permitir la liberacion de la

cadena lateral {acido isocapro1co} por la accion de la enzima

desmolasa 2D,22, con la subsiguiente produccion de pregnenolona

que es transformada a progesterona por la accion de la

3-DH-esterol deshidrogenasa 1.: la suda esterol isomerasa. Una vez

que se produce esta hormona, sale de la mitocondria para ser

distribuida tanto al feto como al torrente circulatorio v servir

como materia prima precursora de la sintesis de hormonas

esteroides. Esta cadena de transporte de electrones alterna es un

sistema de monooxigenasa con substratos de tipo esteroidal.

constituida por tres componentes localizados en la membrana

interna de la mitocondria: una flavoproteina que contiene FAD

especifica para el NaDF+, una ferrosulfoproteina llamada

adrenodoxina v el citocromo F-45ü.

Se sabe que la energia requerida para la activacion de la

cadena alterna es proporcionada por las diferentes reacciones

mitocondriales acopladas a la reduccion del NaDF+, y debido a que

este no puede atravesar la membrana interna, su principal fuente

de equivalentes reductores esta limitada a substratos como malato

e isocitrato, para los cuáles hay deshidrogenasas

intramitocondriales dependientes del NaDF+. Para el caso del
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malato existe una malato deshidrogenasa dependiente del NAO+ y una 

enzima málica dependiente del NADP+. Por otro lado es importante 

se~alar que estos substratos son igualmente importantes en la 

cadena de transporte de electrones acoplada a la f osf orilación 

oxidativa, ya que son productores del NADH. 

Otro punto de interés es la existencia en la cadena 

respiratoria de un proceso insensible a la oligomicina, que cede 

energ1a ligada a una transhidrogenasa que puede catalizar la 

transferencia de hidrógeno del NADH al NADP+ en mitocondrias de 

corteza suprarrenal (30) y placenta (10). Todo esto ha permitido 

sugerir que ambas cadenas son reguladas por mecanismos que 

determinan el camino de oxidación de los substratos. 

~características generales de ~placenta humana ª término. 

El desarrollo gestacional en mamíferos esta ligado anatómica, 

genética y metabólicamente a la placenta un órgano de 

existencia transitoria y de forma discoidal, en promedio con 20 cm 

de diámetro por 3 cm de grosor en su parte central; con 500 g de 

peso al momento del parto y que se encuentra adosado a la pared 

del útero. La placenta humana puede utilizarse como modelo 

experimental de incalculable valor, por varias razones: a) su 

origen; b) su diversidad de funciones; c) su fácil obtención. 

De especial importancia es su utilización en el área de 

investigación obstétrica, en particular, en el estudio de 

anomalias congénitas (21). Este órgano actua en forma activa y 

selectiva en la transferencia de substancias, desarrollando 

funciones nutritivas, renales, respiratorias, hepáticas y 

1?
malato existe una malato deshidrogenasa dependiente del NAD* y una

enzima màlica dependiente del NaDP+. Por otro lado es importante

señalar que estos substratos son igualmente importantes en la

cadena de transporte de electrones acoplada a la fosforilacion

oxidativa, ya que son productores del NADH.

otro punto de interes es la existencia en la cadena

respiratoria de un proceso insensible a la oligomicina, que cede

energia ligada a una transhidrogenasa que puede catalizar la

transferencia de hidrogeno del NADH al NADF+ en mitocondrias de

corteza suprarrenal (30) Y placenta {10}. Todo esto ha permitido

sugerir que ambas cadenas son reguladas por mecanismos que

determinan el camino de oxidacion de los substratos.

7. Caracteristicas generales de la placenta humana a termino.

El desarrollo gestacional en mamíferos esta ligado anatómica,

genetica y metabolicamente a la placenta : un organo de

existencia transitoria y de forma discoidal, en promedio con 20 cm

de diametro por 3 cm de grosor en su parte central; con S00 g de

peso al momento del parto y due se encuentra adosado a la pared

del útero. La placenta humana puede utilizarse como modelo

experimental de incalculable valor. por varias razones; al su

origen; b) su diversidad de funciones; cl su facil obtencion.

De especial importancia es su utilización en el área de

investigacion obstetrica, en particular, en el estudio de

anomalías congénitas {21J. Este organo actua en forma activa y

selectiva en la transferencia de substancias, desarrollando

funciones nutritivas, renales, respiratorias, hepáticas y
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endócrinas, esenciales para el feto. A medida que transcurre el 

embarazo se sintetizan en la placenta grandes cantidades de 

progesterona, alcanzando valores que oscilan entre 250 y 800 mg en 

24 horas, en el último trimestre (37). La progesterona es 

necesaria para mantener el embarazo, además que se utiliza cómo 

precursor para la producción de otros derivados esteroidales, los 

cuáles actuan a su vez sobre varios órganos y tejidos, tanto de la 

madre como del feto. 

18
endocrinas, esenciales para el feto. A medida que transcurre el

embarazo se sintetizan en la placenta grandes cantidades de

progesterona, alcanzando valores que oscilan entre 250 y EDU mg en

Ea horas, en el último trimestre {3?}. La progesterona es

necesaria para mantener el embarazo, además que se utiliza como

precursor para la produccion de otros derivados esteroidales. los

cuáles actuan a su vez sobre varios organos y tejidos, tanto de la

madre como del feto.



OBJETIVOS 

Medir el efecto del ca 2
+ sobre la respiración en MPH. 

Medir el efecto del ca 2
• sobre la biosintesis de P4 en MPH. 

Ubicar el posible sitio de actividad de este catión en la 

cadena de transporte de electrones en MPH. 
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oEJETIvo5

Medir el efecto del tag* sobre la respiracion en MPH.

Medir el efecto del Cai* sobre la biosintesis de Pa en MPH.

Ubicar el posible sitio de actividad de este cation en la

cadena de transporte de electrones en MPH.
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MATERIAL Y METODOS 

~Aislamiento de las mitocondrias.-Las placentas humanas a 

término, se colectaron.en el Hospital 20 de Noviembre del ISSSTE, 

dentro de los 30 min siguientes al parto. Fueron preparadas según 

el método descrito por Martinez y Cols. (20), en una solución de 

250 mM de sacarosa/ 1 mM de EDTA, ajustada a pH 7.3 con TRIS. El 

cordón umbilical se cortó, para drenar la sangre del tejido, 

luego se retiraron los coagulos y se procedió a cortar los 

cotiledones placentarios, que fueron colocados en la solución de 

Sacarosa/EDTA en frio (4•C). Posteriormente fueron lavados 3 6 4 

veces con la misma solución fria, para eliminar el exceso de 

sangre. Ya lavados, los cotiledones fueron cortados finamente para 

facilitar la homogenización, que se llev6 a cabo en la solución de 

Sacarosa/ EDTA en frio, en un aparato Polytron (Brinkman 

Instrumente), empleando al 30 

voltios), dos golpes de 45 seg 

3 de su m~xima potencia (120 

por un periodo de descanso de 

15 seg. El homogenado fue filtrado para eliminar residuos no 

homogenizados y finalmente se ajustó el pH a 7.3 con TRIS. El 

homogenado se centrifugó a 3,500 rpm x 15 min a 4 •e en un rotor 

HS4, para una centrifuga Sorvall RC-58. El precipitado se desecho 

y el sobrenadante obtenido fue centrifugado a 10,000 rpm x 10 min 

a 4 •C en el rotor HS4. El precipitado mitocondrial fue 

EU
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1. aislamiento de las mitocond5ias¿†Las placentas humanas a

termino, se colectaron en el Hospital 20 de Noviembre del ISSSTE.

dentro de los 30 min siguientes al parto. Fueron preparadas según

el metodo descrito por Martinez y Cole. (201, en una solucion de

250 mH de Sacarosaƒ 1 mn de EDTA, ajustada a pH ?.3 con THIS. El

cordon umbilical se cortd, para drenar la sangre del tejido,

luego se retiraron los coagulos v se procedid' a cortar los

cotiledones placentarios, que fueron colocados en la solucion de

Sacarosa/EDTA en frio f4'C}. Posteriormente fueron lavados 3 o 4

veces con la misma solucion fria, para eliminar el exceso de

sangre. Ya lavados, los cotiledones fueron cortados finamente para

facilitar la homogenizacion, que se llevd a cabo en la solucion de

Sacarosaƒ EDTH en frio, en un aparato Polytron [Brinkman

Instruments), empleando al 30 Z de su máxima potencia (120

voltiosl, dos golpes de 45 seg por un periodo de descanso de

15 seg. El nomogenado fue filtrado para eliminar residuos no

homogenizados v finalmente se ajustd el pH a ?.3 con TRI5. El

homogenado se centrifugo a 3,500 rpm x 15 min a a “C en un rotor

Håo, para una centrífuga Sorvall RC~5E. El precipitado se desecho
1-

3 el sobrenadante obtenido fue centrifugado a 10,000 rpm x 10 min

a o HC en el rotor Hsa. El precipitado mitocondrial fue
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resuspendido cuidadosamente con la solución de Sacarosa / EDTA 

fria a un volumen final de 60 ml, pará posteriormente centrifugar 

a 4,000 rpm x 4 min a 4 •C en un rotor SS34, para eliminar 

posibles residuos de eritrocitos. El sobrenadante obtenido, fue 

finalmente centrifugado a 12,000 rpm x 10 min a 4 •e en un rotor 

SS34 . El paquete de mitocondrias obtenido, fue resuspendido en el 

mínimo de solución, y se almaceno en hielo para poder continuar 

los ensayos en el laboratorio. La Sacarosa y el EDTA empleados 

fueron de J.T. Baker , y el Tris fue de Merck . 

~Determinación de Proteinas.- La proteína mitocondrial {pm) 

fue determinada por el método de Lowry y Cols. (19), en el que las 

proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau para dar 

un c omplejo coloreado, que es debido a la reacción del cobre 

alcalino con la proteina (tal como sucede en el ensayo del Biuret) 

y a la reducción del fosfomolibdato por la tirosina y el 

triptófano presentes en la proteína. La intensidad del color, 

dependera del námero de aminoácidos aromáticos presentes, y 

cambiara según la clase de proteina . Es un método 

espectrofotómetrico con sensibilidad entre l y 200 µg . La 

preparación de soluciones empleadas fue como sigue : 

AJ Solución alcalina de carbonato de sodio (Na
2
C0

9 
al 2 X en 

NaOH O. 1 N). 

8) Solución de sulfato de cobre ccuso,.s H
2
o al 5 7.) . 

C) Solución de tartrato de sodio y potasio (C
4
H

4
KNa0

2 
al 2 7.) 

O) Solución alcalina preparada el mismo dia, mezclando 

primero 0.3 ml de solución B + 0.3 ml de solución e con 

21
resuspendido cuidadosamente con la solucion de Sacarosa / EDTA

fria a un volumen final de 60 ml, para posteriormente centrifugar

a o,000 rpm x o min a 4 *C en un rotor 553o, para eliminar

posibles residuos de eritrocitos. El sobrenadante obtenido, fue

finalmente centrifugado a 12,000 rpm x 10 min a o “C en un rotor

E534. El paquete de mitocondrias obtenido, fue resuspendido en el

minimo de solucion, y se almaceno en hielo para poder continuar

los ensayos en el laboratorio. La Eacarosa v el EDTA empleados

fueron de J.T. Baker, y el Tris fue de Merck.

2. Determinacion_dÉ_Proteinas.- La proteina mitocondrial (pm)

fue determinada por el método de Loury v sois. (19), en el que las

proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau para dar

un complejo coloreado, que es debido a la reaccion del cobre

alcalino con la proteina (tal como sucede en el ensayo del Biuret)

y a la reduccion del fosfomolibdato por la tirosina y el

triptofano presentes en la proteina. La intensidad del color,

dependera. del número de aminoácidos aromáticos presentes, y

cambiara según la clase de proteina. Es un metodo

espectrofotdmetrico con sensibilidad entre 1 y 200 pg. La

preparacion de soluciones empleadas fue como sigue:

AJ Solucion alcalina de carbonato de sodio {Na2CD'.a1 2 1 gr,

NBOH 0.1 N).

B) Solucion de sulfato de cobre {0uS0¿.5 H20 al 5 2).

C) Solucion de tartrato de sodio y potasio {C4H4KNa0z al 2 ¶}

Dì Solucion alcalina preparada el mismo dia, mezclando

primero 0.3 ml de solucion E + 0.3 ml de solucion C con
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agitación, y aforando a 30 ml con la solución A con 

agitación. 

E) Solución diluida 1:2 del reactivo de Folin-Ciocaltaeau en 

agua. Reactivo de Sigma. 

F) Solución de albúmina sérica bovina (BSA) 4 mg / ml (patrón 

de proteína). Reactivo de Sigma Fracción V, libre de 

acidos grasos. 

CUADRO 1 

Tubos 

Reactivos Blanco Estandar Muestra 

HZO (ml) 1.0 0.95 0.99 

Sol. F (µl) - 50 -

Mitocondrias (µl) - - 10 

Sol. D (ml) 4.0 4.0 4.0 

mezclar vigorosamente 

Sol. E (ml) 0.4 
1 

0.4 
1 

0.4 

mezclar vigorosamente 

Colocar los tubos durante 1 min en agua a ebullición y 

enfriar en hielo hasta que se tenga la temperatura ambiente. 

se leyó en un fotocolorimetro Klett-Surnmerson, Mod. 800-3, 

con filtro rojo. 

Los calculos se efectuaron, multiplicando las unidades Klett 

de la muestra por 20 (un factor calculado de acuerdo al estandar 

empleado), y el resultado fue dividido entre las unidades Klett 

del estandar, obteniendose asi la concentración en rng/ml de pm. 

E2
agitacion, v aforando a 30 ml con la solucion A con

agitacion.

E) solucion diluida 1¦2 del reactivo de Folin-ciocaltaeau en

agua. Reactivo de Sigma.

F) Solucion de albúina serica bovina (SSH) 4 mg I ml (patron

de proteina). Heactivo de Sigma Fraccion v, libre de

acidos grasos.

CU&DRÚ 1

Tubos

Reactivos Blanco Estandar nuestra

H¿0 {ml) 1.0 0.95 0.09

Sol. F (pl) - 50 -

Hitocondrias {pl) - - 10

Sol. 0 (ml) 4.0 4.0 4.0

mezclar vigorosamente

Sol. E fmll U.o I 0.o l D.å

mezclar vigorosamente

Colocar los tubos durante 1 min en agua a ebullicion , v

enfriar en hielo hasta que se tenga la temperatura ambiente.

Se leyo en un fotocolorimetro Klett-Summerson. Mod. S00-3,

con filtro rojo.

Los calculos se efectuaron, multiplicando las unidades Klett

de la muestra por 20 (un factor calculado de acuerdo al estandar

empleado), v el resultado fue dividido entre las unidades Hlett

del estandar, obteniendose asi la concentracion en mgƒml de pm.



3. Medición del consumo de oxigeno.- Para 

condiciones reales (acopladas, desacopladas 

encontraban las mitocondrias obtenidas por 

o 

el 

saber en 

rotas) 

m•todo 
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que 

se 

de 

centrifugación diferencial, fue necesario emplear esta técnica 

antes de cualquier intento de experimentar con ellas en este 

trabajo. Lograndose controles respiratorios por arriba de 3.5 

hasta un máximo de 6.0. El consumo de oxigeno se estim6 

polarográficamente, empleando un electrodo tipo Clark de oxigeno y 

un Oximetro Yellow Springs Instruments Co., Modelo 53.(YSI, Mod. 

53), en un medio de incubación fresco que contenia: 250 mM de 

Sacarosa, 1 mM de EDTA, 10 mM de H
8
P0

4
, 10 mM de MgC1

2
, 10 mM de 

Succinato, 1 mM de EGTA, 0.1 3 de BSA, ajustado a pH 7.3 con TRIS 

a 25 ºc. En un volumen final de 3 ml de este medio de respiración 

básico y a 25 ºe se adicionaron 3 mg de pm, dejandose incubar 

durante 1 min. La reacción dio inicio al adicionar ADP, a una 

concentración final de 100 ¡.4'1 . 

Finalmente los cálculos se hicieron, dividiendo los 

nanoatornos de oxigeno gastados por mg / min del estado 3, entre 

los nanoatomos de oxigeno por rng / min del estado 4, para 

obtener el control respiratorio. La relación ADP/O se determinó, 

dividiendo las nanomolas de ADP consumido, entre las nanomolas de 

oxigeno fijado. 

4. Determinación colorimetrica del calcio total 

mitocondrial. Esta determinación se realizó con una técnica 

modificada a la que emplea el Dr. Federico Fernández Gabarrón de 
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3. Medicion del consumo de oxigeno.- Para saber en que

condiciones reales (acopladas, desacopladas o rotas) se

encontraban las mitocondrias obtenidas por el método de

centrifugacion diferencial, fue necesario emplear esta técnica

antes de cualquier intento de experimentar con ellas en este

trabajo. Lograndose controles respiratorios por arriba de 3.5

hasta un máximo de 6.0. El consumo de oxigeno se estimo

polarograficamente, empleando un electrodo tipo Clark de oxigeno y

un Dximetro Yellow Springs Instruments Go., Hodelo 53.{YSI, Hod.

53), en un medio de incubacion fresco que contenía: 250 mn de

Sacarosa, 1 mM de EDTA, 10 mH de HIP0¿, 10 mm de Mgülz, 10 mm «de

Succinato, 1 mn de EGTA, 0.1 2 de ESA, ajustado a pH 7.3 con TRIS

a 25 °C. En un volumen final de 3 ml de este medio de respiración

basico v a 25 °C se adicionaron 3 mg de pm, dejandose incubar

durante 1 min. La reaccion dio inicio al adicionar ABF, a una

concentracion final de 100 pH _

Finalmente los calculos se hicieron, dividiendo los

nanoatomos de oxigeno gastados por mg ƒ min del estado 3, entre

los nanoatomos de oxigeno por mg I min del estado 4, para

obtener el control respiratorio. La relacion ADF/0 se determind,

dividiendo las nanomolas de ADF consumido, entre las nanomolas de

oxigeno fijado.

¿L Determinacion colorimetrica del calcio total

mitocondrial, Esta determinacion se realizd con una técnica

modificada a la que emplea el Dr. Federico Fernandez Gabarron de
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este Departamento de Bioquímica. La extracción del calcio de la 

mitocondria fue como sigue: 10 mg de pm se diluyeron hasta 1.0 ml 

en agua destilada, y se centrifug6 a 15,000 rpm por 15 min a 2sºc, 

en un rotor SM-24 de una centrifuga Sorvall RC-58. El paquete y el 

sobrenadante siguieron el mismo proceso cada uno por separado, a 

los cuales se les adiciono 0.122 M de TCA más 0.122 M de NaOH para 

ajustar el pH a 7.0 y se aforó a 1.0 ml, y de nuevo se centrifuga 

a 15,000 rpm por 15 min a 25 ºc. Es desechado el paquete, y el 

sobrenadante es empleado en la determinación del calcio. Un 

volumen final de 0.5 ml de solución TRIS-HCL 0.1 N a pH 7.0 

contenía, 20 µl de la muestra (obtenida de la extracción), 25 µM 

de Arsenazo III, y se agito vigorosamente para dejar en reposo 

durante 5 min a 25 ºc. La lectura fue hecha a una absorbencia de 

654 nm en un espectrofotometro Beckman. Se determinó la 

concentración de calcio, por extrapolacion en una curva patrón 

de calcio. 

~Amortiguador Caz+_EGTA.- Considera la contribución de 

todos los ligandos y iones metálicos, además las constantes de 

estabilidad aparentes a pH 7.20 fueron calculadas utilizando el 

programa de Fabiato & Fabiato (11). Los medios de incubación 

contenian: o, 505, 806 µM, 1.34, 1.54, 1.69, 1.74, 1.80, 1.86 y 

1.95 mM de calcio total, dando concentraciones de Caz+ calculadas 

de o, 50, 100, 300, 500, 800 nM, 1.0, 1.5, 2.0 y 5.0 µM 

respectivamente en ausencia de Mgz+; y O, 457, 744 µM, 1.28, 

1.50, 1.65, 1.71, 1.80, 1.85 y 1.94 mM de calcio total, dando 

concentraciones de Caz+ calculadas de O, 50, 100, 300, 500, 
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este Departamento de Bioquímica. La extraccion del calcio de la

mitocondria fue como sigue: 10 mg de pm se diluyeron hasta 1.0 ml

en agua destilada, v se centrifugd a 15,000 rpm por 15 min a 25°C,

en un rotor SM-24 de una centrífuga Sorvall RC-55. El paquete v el

sobrenadante siguieron el mismo proceso cada uno por separado, a

los cuales se les adiciono 0.122 H de TCA más 0.122 H de Na0H para

ajustar el pH a 7.0 v se aford a 1.0 ml, v de nuevo se centrífuga

a 15,000 rpm por 15 min a 25 ÚC. Es desechado el paquete, y el

sobrenadante es empleado en la determinacion del calcio. Un

volumen final de 0.5 ml de solucion THIS-HCL 0.1 N a pH ?.0

contenía, 20 pl de la muestra (obtenida de la extraccion), 25 HM

de Arsenazo III, v se agito vigorosamente para dejar en reposo

durante 5 min a 25 °C. La lectura fue hecha a una absorbencia de

654 nm en un espectrofotometro Beckman. Se determind la

concentracion de calcio, por entrapolacion en una curva patron

de calcio.

5. Amortiguador Ca=+-EOTa.- Considera la contribucion de

todos los ligandos v iones metalicos, ademas las constantes de

estabilidad aparentes a pH ?.20 fueron calculadas utilizando el

programa de Fabiato & Fabiato {ii). Los medios de incubacion

contenían: 0, 505, 806 pm, 1.34, 1.54, 1.69, 1.74, 1.80, 1.86 y

1.95 mn de calcio total, dando concentraciones de Cai* calculadas

de 0, 50, 100, 300, 500, 800 nH, 1.0, 1.5, 2.0 y 5.0 HH

respectivamente en ausencia de Hg2+; v , 0, 457, 744 nm, 1.28,

1.50, 1.65, 1.71, 1.80, 1.05 v 1.94 mn de calcio total, dando

concentraciones de Cai* calculadas de 0, 50, 100, 300, 500,
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800 nM, 1.0, 1.5, 2.0 y 5.0 µM respectivamente en presencia de 

2 rnM de MgC1
2

. El O (10-P M) es considerado como el control en 

todos los experimentos realizados. Estos valores de Ca2
+ 

calculados fueron tomados del trabajo reportado por Moreno-Sánchez 

(26). Este medio de 2+ 
Ca -EGTA permitió medir el consumo de 

oxigeno polarográficamente, empleando un electrodo tipo Clark de 

oxigeno y un Oximetro (ISY, Mod. 53) Las mitocondrias se incubaron 

en un medio básico que contenía: 20 mM de MOPS, 120 mM de KCL, 

2 mM de EGTA, 10 mM de Succinato, 0.1 3 de BSA, y concentraciones 

crecientes de CaC1
2
(las que correspondían a las calculadas para 

Ca~·), para luego ajustarse el pH a 7.20 con KOH o HCl. 2 rnM de 

MgC1
2 

fue adicionado, cuando los experimentos asi lo requirieron. 

A un volumen final de 3 ml de medio de respiración fresco, a 

25 °c, se agregaron 3 mg de pm, deJandose incubar durante 2 min 

La reacción dio inicio al a~adir ADP, a una concentración final de 

100 µM. 

~Extracción en eter ~determinación de P4. De los 3 rnl del 

medio de respiración Ca 2•-EGTA empleados para medir el consumo de 

oxigeno en presencia de concentraciones crecientes de Ca2
+ se 

tom6 1 ml de cada uno de los experimentos a los 5 min de iniciada 

la reacción con ADP. Esta muestra de inmediato se congeló a 

-20 °C en una mezcla de acetona-hielo seco. 

Posteriormente a la muestra ya descongelada se le adicionaron 

5 ml de eter para un primer lavado de extracción, agitandose 

vigorosamente y deJandose reposar durante 90 seg a 25 ºe hasta 

observar una interfase eter-precipitado, y después fue congelada 
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800 nH. 1.0, 1.5, 2.0 v 5.0 pm respectivamente en presencia de

2 mfl de Mgülz. El 0 (10 P H? es considerado como el control en

todos los experimentos realizados. Estos valores de: Cai*

calculados fueron tomados del trabajo reportado por Moreno-Sanchez

(26). Este medio de Cal*-EGTA permitid medir el consumo de:

oxigeno polarograficamente, empleando un electrodo tipo Clark de

oxigeno y un oximetro (IST, Mod, 53) Las mitocondrias se incubaron

en un medio basico que contenía: 20 mH de MUFS, 120 mH de KCL,

2 mH de EGTA, 10 mm de Succinato, 0.1 2 de ESA, v concentraciones

crecientes de CaCl=(las que correspondían a las calculadas para

Ca¡*}, para luego ajustarse el pH a ?.20 con KOH o HCl. 2 mn de

HgClz fue adicionado, cuando los experimentos así lo requirieron.

A un volumen final de 3 ml de medio de respiracion fresco, a

25 DC, se agregaron 3 mg de pm, dejandose incubar durante 2 min .

La reaccion dio inicio al añadir aDP, a una concentracion final de

100 pH.

6. Extraccion en_eter v determinacion de F4. De los 3 ml del

medio de respiracion Bag*-EGTA empleados para medir el consumo de

oxigeno en presencia de concentraciones crecientes de 0a2+ , se

tomd 1 ml de cada uno de los experimentos a los 5 min de iniciada

la reaccion con ADF. Esta muestra de inmediato se congeld a

-20 'C en una mezcla de acetona-hielo seco.

Posteriormente a la muestra va descongelada se le adicionaron

5 ml de eter para un primer lavado de extraccion, agitandose

vigorosamente v dejandose reposar durante 90 seg a 25 OC hasta

observar una interfase eter-precipitado, v despues fue congelada
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en la mezcla de acetona-hielo seco. El sobrenadante fue colectado 

en otro tubo, al que se puso en el bal'ío a 38 •e hasta la 

evaporación completa del eter. Al precipitado ya descongelado del 

primer lavado, se sometió 2 veces más a nuevos lavados con eter, 

como anteriormente fue hecho. El residuo colectado de los tres 

lavados, después de haberse evaporado completamente el eter, fue 

diluido en 0.5 ml de cloroformo, con agitación vigorosa y de ahi 

se tomó una alicuota de 0.1 ml para hacer la determinación de 

la progesterona Método realizado por el Dr. Vicente Diaz 

Sánchez del INN "Salvador Zubirán") por radio-inmunoanalisis (RIA) 

con Ac, con una reacción cruzada menor al 1 3 . 

7. Determinación de la actividad de ATPasa ~ (Pi). 

La hidrolisis del ATP por la ATPasa, fue determinada 

en un medio de incubación básico que contenia: 20 mM 

de MOPS, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 5 mM de Malato, 5 mM de 

Glutamato y concentraciones crecientes de CaC1
2 

que van desde 1 nM 

hasta aproximadamente 2 mM (valores relacionados a las 

concentraciones calculadas para ca2 •¡, y finalmente el pH fue 

ajustado a 7.20 con KOH. A un volumen final de 1 ml de medio, 

preparado el mismo dia y a 25 ºe, se le adicionó 1 mg de pm, 

dejandose preincubando la mezcla durante 8 min en un bal'ío a 

30 •e con agitación constante. Posteriormente se agregaron so µM 

de DNP y 2.5 mM de ATP, dejandose hidrolizar durante 10 min en el 

bal'ío a 30 •e con agitación constante. La reacción fue detenida con 

TCA al 6 3 final, para precipitar la proteina. Se centrifugó a 

3,000 rpm x 10 mina 2 •C, en una centrifuga Beckman Mod. TJ-6, y 
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en la mezcla de acetona~hielo seco. El sobrenadante fue colectado

en otro tubo, al que se puso en el bano a 38 -C hasta la

evaporacion completa del eter. al precipitado Ya descongelado del

primer lavado, se sometld 2 veces mas a nuevos lavados con eter.

como anteriormente fue hecho. El residuo colectado de los tres

lavados, despues de haberse evaporado completamente el eter, fue

diluido en 0.5 ml de cloroformo, con agitacion vigorosa y de ahi

se tomd una alícuota de 0.1 ml para hacer la determinacion de

la progesterona { Metodo realizado por el Dr. Vicente Diaz

Sanchez del INN “Salvador Zubiran") por radio-inmunoanalisis (Ria)

con ac, con una reaccion cruzada menor al 1 % .

7¿ Determinacion de la, actividad, de aTPasa y (Pi).

La hidrolisis del ATP por la ATPasa, fue determinada

en un medio de incubacion básico que contenía: 20 mm

de HOPS, 120 mM de KCL, 2 mm de EGTA, 5 mH de Malato, 5 mn de

Glutamato y concentraciones crecientes de Caülg que van desde 1 nM

hasta aproximadamente 2 mm ¡valores relacionados a las

concentraciones calculadas para 0az+}, y finalmente el pH fue

ajustado a 7.20 con KOH. A un volumen final de 1 ml de medio,

preparado el mismo dia y a 25 °0, se le adiciond 1 mg de pm,

dejandose preincubando la mezcla durante s min en un bano a

30 “C con agitacion constante. Posteriormente se agregaron 50 pH

de DNP v 2-5 mn de ATP, dejandose hidrolizar durante 10 min en el

baño a 30 “C con agitacion constante. La reaccion fue detenida con

TCA al 5 Z final, para precipitar la proteina. Se centrifugd a

3,000 rpm x 10 min a 2 "C, en una centrífuga Beckman Mod. TJ-6, y
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el sobrenadante fue empleado en la determinación de fosfato, según 

el método colorimétrico de Sumner (39), basado en el principio de 

que el fosfato inorgánico (Pi), reacciona con el molibdato de 

amonio en solución ácida, para formar ácido fosfomolibdico que 

reacciona al adicionarse un agente reductor como el sulfato 

ferroso, que reduce el molibdeno presente en el fosfomolibdato, 

produciendo un color azul que permite leer indirectamente la 

actividad de ATPasa, sin afectar el ácido molibdico libre. 

CUADRO 2 

Tubos 

Reactivos Blanco Estandar Muestra 

H
2
0 (ml) 3.6 2.6 3.1 

H PO 
9 ' 

1 mM (mll - 1.0 -

Muestra (ml) - - 0.5 

H SO ' / 
Heptamolibdato de z 

amonio al 6.6 3 (ml) 1. o l. o 1.0 

mezclar vigorosamente 

Feso, al 10 3 (ml) 0.4 
1 

0.4 
1 

0.4 

mezclar vigorosamente 

Lectura en un fotocolorimetro Klett-Summerson con filtro 

rojo. 

Cálculos: UK muestra 

UK estandar 
X 2 micromolas de Pi x mg- 1 x 10 min-1 

2?
el sobrenadante fue empleado en la determinacion de fosfato, según

el metodo colorimetrica de Sumner (29), basado en el principio de

que el fosfato inorganico (Fi), reacciona con el molibdato de

amonio en solucion acida, para formar acido fosfomolibdico que

reacciona al adicionarse un agente reductor como el sulfato

ferroso, que reduce el molibdeno presente en el fosfomolibdato.

produciendo un color azul que permite leer indirectamente la

actividad de aTFasa, sin afectar el acido molibdico libre.

CUhDRÚ 2

Tubos

Reactivos Blanco Estandar Muestra

H20 íml) 3.5 2.0 3.1

H!FÚ¿ 1 mH Emi) _ 1.0 -

Huestra {ml) - - 0.5

H2S0¿ X Heptamolibdato de

amonio al 6.6 E {ml) 1.0 1.0 1.0

mezclar vigorosamente

FEED* al 10 H (ml) ü.e I 0.e I 0.4

mezclar vigorosamente

Lectura en un fotocolorimetro Klett-Summerson con filtro

rojo.

cálculos: HE~EEÉEEïå- x 2 = micromolas de Pi x mg*1.x 10 min_1
UK estandar
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§..:._ Determinación espectrof otómetrica sobre 5 segmentos de la 

cadena de transporte de electrones. 

Fragmento NADH-DCPIP.- Se incubaron: 20 mM de MOPS a pH 7.4, 

120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2 mM de H
9
P0

4
, 0.1 3 de BSA, 100 1-1M 

de KCN, 1.0 µg de Antimicina, 200 µM de NADH, cantidades 

2+ 
crecientes de CaC1

2 
relacionadas a las concentraciones de Ca 

el pH a 7.20, en un volumen final de 1.0 ml de medio de incubación 

fresco. Se adicionaron 0.125 mg de pm. Y para dar inicio a la 

reacción se agregaron 160 µM de DCPIP. Las condiciones de ensayo 

controladas, se realizaron en el espectrofot6metro de doble haz de 

luz (AMINCO, DW-2A), y fueron: a 25 ºe, 3.0 mm de abertura, una 

velocidad de registro de 20 seg/pulg, una sensibilidad de 2.0 de 

absorbencia, una longitud de onda de 590 nm en el Monocromador 1 y 

de 600 nm en el Monocromador 2. Para calcular la actividad 

especifica, se multiplicó el 6 absorbencia mg- 1 .min-1 x 21 (CEM), 

para dar el resultado en micromolas de DCPIP reducido mg-
1

. 
-1 

min 

Fragmento Succinato-DCPIP.- Se incubaron: 20 mM de MOPS a pH 

7.4, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2mM de H
9 

P0
4

, 0.1 3 de BSA, 

100 µM de KCN, 5 µM de Rotenona, 1.1 mM de PMS, 20 mM de 

Succinato, cantidades crecientes de CaC1
2 

y pH 7.20,en un volumen 

final de 1.0 ml de este medio de incubación fresco. Se adicionaron 

0.5 mg de pm y para dar inicio a la reacción, se agregaron 80 µM 

de DCPIP. Las condiciones de ensayo controladas, se realizaron en 

el espectrofotómetro AMINCO DW-2A y fueron a 25 ºe, 3.0 mm de 

abertura, una velocidad de registro de 100 seg/pulg, una 

EB

S¿ Determinacion espectrofotometrica sobre 5 segmentos de la

cadena de transporte_de_electrones.

Fragmento Na0H-DGFIF.- Se incubaron: 20 mH de HUFS a pH ?.4,

120 mm de KCL, 2 mH de EGTA, 2 mm de HlP0¿, 0.1 S de Esa, 100 HM

de RCN, 1.0 pg de antimicina, 200 pm de Nn0H, cantidades

crecientes de Cadll relacionadas a las concentraciones de 0a=+,

el pH a ?.20, en un volumen final de 1.0 ml de medio de incubacion

fresco. Se adicionaron 0.125 mg de pm. Y para dar inicio a la

reaccion se agregaron 1s0 pm de DCFIP. Las condiciones de ensavo

controladas, se realizaron en el espectrofotometro de doble haz de

luz LAHIHCO, DH-2a), x fueron: a 25 ÉC, 3.0 mm de abertura, una

velocidad de registro de 20 segƒpulg, una sensibilidad de 2.0 de

absorbencia, una longitud de onda de 590 nm en el Honocromador 1 v

de 500 nm en el Honocromador 2. Para calcular la actividad

especifica, se multiplicd el o absorbencia mg_1.min_±.x 21 (CEM),

para dar el resultado en micromolas de DCPIP reducido mg 1. min 1.

Fragmento Succinato~00PIP.- Se incubaron: 20 mH de MOFS a pH

?.4, 120 mH de KCL, 2 mn de EOTa, 2mH de Ha.Fü¿, 0.1 S de ESA,

100 nm de HON, 5 nn de Hotenona, 1.1 mm de PHS, 20 mH de

Succinato, cantidades crecientes de Cadll y pH ?.20,en un volumen

final de 1.0 ml de este medio de incubacion fresco- Se adicionaron

0.5 mg de pm v para dar inicio a la reaccion, se agregaron S0 MH

de DCFIF. Las condiciones de ensayo controladas, se realizaron en

el espectrofotometro aHIN00 DH-2a v fueron a 25 °C, 3.0 mm de

abertura, una velocidad de registro de 100 segfpulg, una
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sensibilidad de 2.0 de absorbencia, una longitud de onda de 590 nm 

en el Monocromador 1 y de 600 nm en el Monocromador 2. Para 

calcular la actividad especifica se multiplicd igual al fragmento 

NADH-DCPIP. 

Fragmento Succinato-Citocromo c . - Se incubaron: 20 mM de 

MOPS, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2 mM de H. po •• 0.1 ?. de BSA, 

100 µM de KCN, 5 µg de Rotenona, 20 mM de succinato, cantidades 

crecientes de CaC1
2 

y pH 7 . 20 en un volumen final de 1.0 ml de 

este medio de incubación fresco. Se adicionaron 2 mg de pm, y para 

dar inicio a la reacción se agregarón 0 . 25 mg de Citocromo c. Las 

condiciones de ensayo controladas se realizaron en el 

espectrofotómetro AMINCO DW-2A , y fueron : a 25 ºe ,una 

sensibilidad 2.0 de absorbencia, 3.0 mm de abertura, una velocidad 

de registro de 100 seg/pulg, una longitud de onda de 590 en el 

Monocromador 1 y de 600 nm en el Monocromador 2. Para calcular la 

actividad especifica, se multiplic~ la absorbencia mg- 1
. min-1 

X 

19 (CEM) para dar el resultado en micromolas de citocromo e 

reducido mg- 1 . min- 1 

Fragmento NADH-Citocromo c.- Se incubaron : 20 mM de MOPS, 

120 mM de KCl, 2 mM de EGTA, 2 rnM de HªPº·· 0,1 ?. de BSA, 100 J.'M 

de KCN, 5 µM de NADH, cantidades crecientes de CaC1
2 

y pH 7.20, 

en un volumen final de 1.0 ml de este medio de incubación fresco. 

Se adicionaron 3 de rng de pm, y para dar inicio a la reacción se 

agregarón 0.25 rng de citocromo c . Las condiciones de ensayo 

controladas, se realizaron en el espectrofotómetro AHINCO DW-2A y 

25
sensibilidad de 2.0 de absorbencia, una longitud de onda de 590 nm

en el Honocromador 1 y de 600 nm en el Honocromador 2. Para

calcular la actividad especifica se multiplicó igual al fragmento

HADH-DCPIF.

Fragmento Succinato-Citocromo c.- Se incubaron: 20 mm de

HOPS, 120 mH de KCL, 2 mH de EGTA, 2 mm de H; F0¿, 0.1 Z de ESA,

100 pH de RCN, 5 pg de Rotenona, 20 mm de Succinato, cantidades

crecientes de Caclz y pH 7.20 en un volumen final de 1.0 ml de

este medio de incubacion fresco. Se adicionaron 2 mg de pm, v para

dar inicio a la reaccion se agregaron 0.25 mg de Citocromo c. Las

condiciones de ensavo controladas se realizaron en el

espectrofotometro AMINCO DH-2a, y fueron: a 25 ¬0 ,una

sensibilidad 2.0 de absorbencia, 3.0 mm de abertura, una velocidad

de registro de 100 seg/pulg, una longitud de onda de 590 en el

Honocromador 1 y de 600 nm en el Honocromador 2. Para calcular la

actividad especifica, se multiplica la absorbencia mg_l. min_* 1:

19 (GEM) para dar el resultado en micromolas de citocromo c

reducido mg l.min 1.

Fragmento NADH-Citocromo C.- Se incubaron: 20 mH de HOPS,

:zo 'mn de 1-:c1, 2 mn de sora, 2 mn de Hisov 0,1 s aa asi, :oo nn
de RCN, 5 nm de NADH, cantidades crecientes de Caülz y pH ?¿20,

en un volumen final de 1.0 ml de este medio de incubacion fresco.

Se adicionaron 3 de mg de pm, v para dar inicio a la reaccion se

agregaron 0.25 mg de citocromo c. Las condiciones de ensayo

controladas, se realizaron en el espectrofotometro AHINCO DH-En y
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fueron: a 25 ºe, una sensibilidad de 0.5 de absorbencia, 3.0 mm 

de abertura, una velocidad de registro de 100 seg/pulg, una 

longitud de onda de 590 nm en el Monocromador 1 y de 600 nm en el 

Monocromador 2. Para calcular la actividad especifica, se 

multiplicó igual al fragmento Succinato-Citocromo c. 

Fragmento Citocromo c-Citocromo aa
9 

- Se incubaron: 20 mM de 

MOPS, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2 mM de HªPo,. 0 . 1 ~de BSA, 

1 µg de antimicina, 5 mM de Ascorbato, cantidades crecientes de 

CaC1
2 

y pH 7.20en un volumen final de 3 ml de este medio de 

incubación fresco. Se adicionaron 3 mg de pm, dejandose 2 min 

incubando con agitación constante, y después se dlo inicio a la 

reacción, al agregar SO µM de TMPD. Las condiciones de ensayo 

controladas.se realizaron polarográficamente con un electrodo tipo 

Clark de oxigeno y un Oximetro (YSI, Mod. 53) y fueron a 25 ºc . 

A los 4 min de iniciada la reacción, fue detenida con la adición 

de 100 µM de KCN. 

~Preparación de partículas submitocondriales (PSM).- Las 

mitocondrias obtenidas por el método descrito por Martinez y Cols . 

(20) fueron expuestas a sonicación (Técnica empleada para la 

preparación por la Q. F.B. Ma. Teresa Espinoza García), que condujo 

a la formación de vesiculas de membrana interna mitocondrial 

"volteadas", de manera que las unidades fosforilantes se localizan 

en el exterior. Con estas partículas, se pudieron determinar las 

propiedades de la superficie interior de la membrana interna 

mitocondrial. La preparación empieza diluyendo las mitocondrias 

so
fueron: a 25 °C, una sensibilidad de 0.5 de absorbencia, 3.0 mm

de abertura, una velocidad de registro de 100 segƒpulg, una

longitud de onda de 590 nm en el Monocromador 1 y de 600 nm en el

Honocromador 2. Para calcular la actividad especifica, se

multiplicó igual al fragmento Succinato-Citocromo c.

Fragmento Citocromo c-Citocromo onà.- Se incubaron: 20 mm de

HOPS, 120 mm de KCL, 2 mm de EGTA, 2 mm de HBP04, 0.1 E de SSA,

1 ng de antimicina, 5 mn de ascorbato. cantidades crecientes de

CaCl= y pH ?.20en un volumen final de 3 ml de este medio de

incubacion fresco. Se adicionaron 3 mg de pm, dejandose 2 min

incubando con agitacion constante, v despues se dio inicio a la

reaccion, al agregar 50 pm de THPD. Las condiciones de ensayo

controladas,se realizaron polarograficamente con un electrodo tipo

Clark de oxigeno v un Dxímetro {Y5I, Mod. 53) y fueron a 25 DC.

A los 4 min de iniciada la reaccion, fue detenida con la adicion

de 100 pH de KCN.

9, Prepaeaeeog de particplas submiegcondriales jPSM).- Las

mitocondrias obtenidas por el metodo descrito por martinez y Cats.

{20) fueron expuestas a sonicacion (Tecnica empleada para la

preparacion por la O.F.E. Ma. Teresa Espinoza Garcia), que condujo

a la formacion de vesículas de membrana interna mitocondrial

"volteadas", de manera que las unidades fosforilantes se localizan

en el exterior. Con estas particulas, se pudieron determinar las

propiedades de la superficie interior de la membrana interna

mitocondrial. La preparacion empieza diluyendo las mitocondrias
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en solución de Sacarosa-EDTA a pH 7.3, de 5 a 7 mg/ml, pH 6.2. Se 

sonic6 a la máxima potencia (30 micrones) en un ba~o de hielo, en 

volumenes aproximados de 50 ml durante 3 periodos de 45 seg cada 

uno, con intervalos de 2 min. Posteriormente se centrifugó a 

12,000 rpm por 15 min a 4 °C, en un rotor SS-34. El sobrenadante 

se ultracentrifugó a 55,000 rpm por 60 min a 4 °c, en un rotor 60 

Ti # 1945 para una ultracentrifuga Beckman Mod.L5-65. El paquete 

resultante fue resuspendido en solución de Sacarosa-EDTA a pH 7.3. 

El sonicador empleado fue un MSE, Mod. soniprep 150. 

31
en solucion de Sacarosa-EDTA a pH ?.3, de 5 a 7 mg/ml, pH 8.2. Se

sonicd a la máxima potencia (30 micrones) en un bano de hielo, en

volumenes aproximados de 50 ml durante 3 periodos de 45 seg cada

uno, con intervalos de 2 min. Posteriormente se centrifugo a

12,000 rpm por 15 min a 4 "C, en un rotor SS-34. El sobrenadante

se ultracentrifugd a 55,000 rpm por 60 min a 4 aC, en un rotor 50

Ti # 1945 para una ultracentrifuga Beckman Hod.L5-s5. El paquete

resultante fue resuspendido en solucion de Sacarosa-EDTA a pH 2.3.

El sonicador empleado fue un HSE, Mod. Soniprep 150.
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V RESULTADOS 

Efecto del Ca 2
+ sobre la respiración en MPH. 

Para medir el consumo de oxigeno en MPH se manipularon 

concentraciones crecientes de Ca 2
• en ausencia de 

2+ 
~- Se puede 

observar en la figura 1 que la velocidad de respiración 

estimulada por ADP (estado 3) es inhibida aproximadamente en un 

703 cuando la concentración del catión se encuentra entre 0.1 a 

5.0 µM. Esto sugiere que el ca 2
• podria interferir con el paso de 

los electrones a través de la cadena respiratoria hasta su aceptor 

final que es el oxigeno, posiblemente por interacción directa con 

sus componentes. 

Se ha demostrado que el Mg 2
• es un catión necesario para las 

funciones mitocondriales, como es la fosforilación oxidativa, en 

donde el Mg 2
• se acompleja al ADP para funcionar como sustrato 

verdadero de la ATPsintetasa. También se ha descrito su papel en 

los procesos de estabilización membranal, por mencionar algunos. 

En la figura 2 se muestra el efecto que produce el Mg2
• a una 

concentración constante de 2 mM en presencia de concentraciones 

crecientes de ca 2•,y el estudio comparativo de los resultados 

muestran que la respiración entre 1 y 100 nM disminuye 

aproximadamente en un 303 en relación a lo observado en la figura 

1. Además de esto, a concentraciones de 0.3 a 5.0 µM de ca
2

• el 

efecto es similar al que se observa en ausencia de Mg2
•, en donde 

es apreciada una inhibición de la respiración, b~sicamente 
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V HESULTHDUS

Efecto del Cai* sobre le_resperecion en qee,

Para medir el consumo de oxigeno en MPH se manipularon

concentraciones crecientes de Ca=+ en ausencia de Hg¡+. Se puede

observar en la figura 1 que la velocidad de respiracion

estimulada por ADP (estado 3) es inhibida aproximadamente en un

702 cuando la concentracion del cation se encuentra entre 0.1 a

5.0 nn. Esto sugiere que el Cai* podria interferir con el paso cn:

los electrones a traves de la cadena respiratoria hasta su aceptor

final que es el oxigeno, posiblemente por interaccion directa con

sus componentes.

Se ha demostrado que el Mg*'ee un cation necesario para las

funciones mitocondriales, como es la fosforilacion oxidativa, en

donde el Mg3+;se acompleja al a0P para funcionar como .sustrato

verdadero de la ATPsintetasa. Tambien se ha descrito su papel en

los procesos de estabilizacion membranal, por mencionar algunos.

En la figura 2 se muestra el efecto que produce el Hga* .a una

concentracion constante de 2 mH en presencia de concentraciones

crecientes de Ca2+,v el estudio comparativo de los resultados

muestran que la respiracion entre 1 v 100 nn disminuye

aproximadamente en un 30% en relacion a lo observado en la figura

1. Ademas de esto, a concentraciones de 0.3 a 5.0 pm de Caz* el

efecto es similar al que se observa en ausencia de Hg2+,:m1 donde

es apreciada una inhibicion de la respiracion, básicamente
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Fig. 1. Efecto del Ca 2
+ sobre los 

estados 3 (•-•) y 4 (o-o) de la respiración 

en MPH en ausencia de Mg2
+. Un volumen final 

de 3 ml de medio de. Ca 2 +-EGTA fresco a 

pH 7.20 y 25 ºe contenía el Ca2
+, 3 mg de pm 

y 100 µM de ADP para estimular la respiración. 

n = 3 
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Fig. 1- Efecto del Cai* sobre los

estados 2 {I¬I) v 4 fo-o) de la respiracion

en HPH en ausencia de Hg2+. un volumen final

de 3 ml de medio de- Cai*-ESTA fresco a

pH 2.20 v 25 GC contenía el Ca1+, 2 mg de pm

v 100 pH de ADP para estimular la respiracion

n = 3
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Fig. 2. Efecto del Ca 2
+ sobre los 

estados 3 (•-•) y 4 (o-o) de la respiración 

en MPH con 2 mM de MgC1
2

. Un volumen final de 

3 ml de medio de Ca 2 •-EGTA fresco a pH 7.20 y 

25 ºe contenía el ca2
·, 3 mg de pm y 100 µM 

de ADP para estimular la respiración. n = 3. 
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3 ml de medio de CaÉ+-EGTA fresco a pH 7-20 v

25 °c contenía el cai, 3 mg se pm v 100 un
de ADP para estimular la respiracion. n = 3.
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del estado 3. 

Una manera mas clara de reconocer el grado de acoplamiento 

entre la cadena respiratoria y la fosforilaci6n oxidativa es 

empleando un parametro muy usado en bioenergética, el control 

respiratorio. La figura 3 nos muestra el efecto que sobre el 

control respiratorio produce el Ca2
+, en donde se observa que hay 

una inhibición del 70 3 a medida que la concentración del catión 

se incrementa. Comparativamente un resultado similar es observado 

cuando hay Mg 2
+ en el medio de respiración. Este dato nos sugiere 

que el ca 2
• esta produciendo un desacoplamiento 

respiración y la sintesis de ATP. 

Efecto del Ca
2

• sobre la biosintesis de P4 en MPH. 

La figura 4 muestra que el Ca2
+ produce un 

entre la 

incremento 

transitorio en la sintesis de P4 al aproximarse a 500 nM. Es 

importante se~alar que las determinaciones sobre la sintesis de P4 

se hicieron con las mismas preparaciones utilizadas en la 

respiración. Se observa que la sintesis de la hormona ocurre 

precisamente en el intervalo en que la respiración es inhibida. 

La presencia de Mg 2
+ no permite el estimulo en la producción 

hormonal, como se observa en la figura 5. Este resultado podria 

ser interpretado bajo los antecedentes bibliográficos (3), de que 

el Mg 2
+ es capaz de bloquear el paso del Ca~ a la matriz 

mitocondrial. 

Los resultados presentados hasta aqui, sugieren que el Ca 2
+ 

interfiere en las funciones respiratorias de las MPH. 
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del estado 3.

Una manera mas clara de reconocer el grado de acoplamiento

entre la cadena respiratoria v la fosforilacion oxidativa es

empleando un parametro muy usado en bioenergetica, el control

respiratorio. La figura 3 nos muestra el efecto que sobre el

control respiratorio produce el Ca=+, en donde se observa que: hay

una inhibicion del 70 % a medida que la concentracion del cation

se incrementa. Comparativamente un resultado similar es observado

cuando hay Mg2+-en el medio de respiracion. Este dato nos sugiere

que el Ca: esta produciendo un desacoplamiento entre la

respiracion y la sintesis de ATP.

Efecto del ca” sobre J,,,a_ niaelntagis de ei e--_:-1 Msn.
- 2 ,La figura 4 muestra que el Ca + produce un incremento

transitorio en la sintesis de F4 al aproximarse a 500 nm- Es

importante señalar que las determinaciones sobre la sintesis de F4

se hicieron con las mismas preparaciones utilizadas en la

respiracion. Se observa que la sintesis de la hormona ocurre

precisamente en el intervalo en que la respiracion es inhibida.

La presencia de Hga* no permite el estimulo en la produccion

hormonal, como se observa en la figura 5. Este resultado podria

ser interpretado bajo los antecedentes bibliográficos (3), de que

el Hg3+-es capaz de bloquear el paso del Cai* a la matriz

mitocondrial-

Los resultados presentados hasta aqui, sugieren que el Cal*

interfiere en las funciones respiratorias de las MPH.
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Fig. 3. Efecto del Caz+ sobre el 

control respiratorio de las MPH con 2 mM de 

MgC1
2 

<•-•) y sin Mg
2

+ (o-o). Un volumen 

final de 3 ml de medio de ca
2
•-EGTA fresco 

pH 7.20 y 25 ºe contenía el ca
2
·, 3 mg de 

a 

pm 

y 100 µM de ADP para estimular la respiración. 

n = 3. 
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Hgült (I-Il H sin Hg;+ (0-dj. Un volumen

final de 3 ml de medie de Ca?f-EGTA fresco a

pl-I :hau 5,- 25 “U mantenía el ca”, 3 mg de pm
y lüü pfl de ADF para estimular la respiración

n = 3.



• P. 
41 

"' CD 
·.-4 

CD 
41 
.µ 
e: .... 
ti) 

'l!ll. 

í 
o 150.-
,l1 r 
, ;1 

, ... 1 

I \ 

T : \ º 
_ T e---_b T- :'.\ 

- - - - -o- - 1 1 ¡\ ,' : \ 
1 l o ...... \ 

, b, T -;; 
. • ' o .i;; 

100 º- - - --

50 
. l . 

o -9 -8 -1 -6 -5 

LOG [ Ca
2+ J M 

Fig . 4 . Efecto del ca 2
• sobre la 

sintesis de P4 en MPH en ausencia de 2+ Mg . 

Un volumen final de 3 ml de medio de 2+ 
Ca -

EGTA fresco a pH 7.20 y 25 ºc contenía el 

ca 2
·, 3 mg de pm y 100 µM de ADF para 

estimular la respiración. La P4 fue extraida 

de este medio de respiración con eter y su 

determinación por RIA { ver Material y 

Métodos ) . n = 3. 
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Efecto del Ca 2
• sobre la Cadena de Transporte de Electrones. 

Para determinar el posible sitio de actividad del catión 

sobre la cadena de transporte de electrones, decidimos segmentarla 

utilizando rotenona, antimicina A y cianuro, que inhiben 

especificamente los sitios I, II y III respectivamente . 

Proporcionando a su vez los equivalentes reductores el NADH, 

succinato, o bien donadores artificiales de electrones como 

el citocromo e y el ascorbato-TMPD. 

El fragmento NADH-DCPIP que muestra la figura 6, nos explica 

que a concentraciones crecientes de ca
2
•, la reducción del DCPIP 

en MPH no se da en el mismo grado de inhibición que el observado 

en la respiración. La velocidad de reducción de este aceptor 

artificial de electrones debera ser tomada con precaución ya que 

se ha sugerido que el DCPIP podría no atravesar la membrana. Por 

esta razón fue necesario repetir el mismo experimento utilizando 

PSM como es mostrado en la figura 7, en donde se produce una 

estimulación de la actividad de este segmento . La comparación de 

estos resultados muestran que la velocidad de transporte de 

electrones es diferente cuando son empleadas MPH o PSM. 

Los resultados obtenidos sobre el segmento succinato-DCPIP, 

indican que cuando son empleadas MPH el 
2+ 

Ca produce una 

inhibición que no es comparable con los resultados mostrados en la 

respiración como se observa en la figura 8. Por otro lado, este 

mismo experimento realizado en PSM presenta una inhibición menos 

pronunciada como se observa en la figura 9. 

39
gfecto del CBÉ* sobre la Cadena de II§nsgQ;§§,g§_Electrones.

Para determinar el posible sitio de actividad del cation

sobre la cadena de transporte de electrones, decidimos segmentarla

utilizando rotenona, antimicina A y cianuro. que inhiben

especificamente los sitios I. II y III respectivamente.

Proporcionando a su vez los equivalentes reductores el NADH.

succinato. o bien donadores artificiales de electrones como

el citocromo e y el ascorbato-THPD.

El fragmento HADH-DCPIP que muestra la figura 6. nos explica

que a concentraciones crecientes de Cai', la reduccion del DCPIP

en HPH no se da en el mismo grado de inhibicion que el observado

en la respiracion. La velocidad de reduccion de este aceptor

artificial de electrones debera ser tomada con precaucion ya que

se ha sugerido que el DCFIP podria no atravesar la membrana. Por

esta razon fue necesario repetir el mismo experimento utilizando

PSM como es mostrado en la figura 7. en donde se produce una

estimulacion de la actividad de este segmento. La comparacion de

estos resultados muestran que la velocidad de transporte de

electrones es diferente cuando son empleadas MPH o PSM.

Los resultados obtenidos sobre el segmento succinato-DCFIF,

indican que cuando son empleadas MPH el Cal* produce una

inhibicion que no es comparable con los resultados mostrados en la

respiracion como se observa en la figura B. Por otro lado. este

mismo experimento realizado en PSM presenta una inhibicion menos

pronunciada como se observa en la figura 9.
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Fig. 6. Efecto del Ca
2
+ en el fragmento 

NADH-DCPIP de la cadena de transporte de 

electrones en MPH. Un volumen final de 1 ml de 

medio de Ca 2 +-EGTA fresco a pH 7.20 y 25 ºe 

(ver Material y Métodos) contenía el Ca 2 +, 

0.125 mg de pro y 160 µM de DCPIP para iniciar 

la reacción. n 3. 
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Fig. 8. Efecto del ca 2
• en el fragmento 

succinato-DCPIP de la cadena de transporte 

de electrones en MPH. Un volumen final de 1 ml 
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25 ºe (ver Material y Métodos) contenía el 
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•, 0.5 mg de pm y 80 µM de DCPIP para 

iniciar la reacción. n = 3. 
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Los resultados obtenidos sobre los segmentos NADH-citocromo e 

(Figura 10) y succinato-citocromo e (Figura 11) muestran un 

comportamiento similar al incrementar las concentraciones de Caz•. 

esto es, la reducción del citocromo e se ve estimulada. 

12) 

El segmento correspondiente a la citocromo oxidasa 

no muestra cambios apreciables a ninguna 

(Figura 

de las 

concentraciones de Caz+ estudiadas. Hasta aqul, estos resultados 

analizados en conjunto muestran que la cadena de transporte de 

electrones se ve más bien estimulada por la presencia del Z+ 
Ca 

que inhibida de una manera significativa, lo que sugiere que el 

mecanismo de inhibición sobre la respiración inducida por este 

catión no se realiza a este nivel. 

Efecto del Ca
2

+ sobre la actividad de ATPasa. 

Otro posible sitio de interacción del cati6n podria ser la 

ATPasa o ATPsintetasa lo que podria explicar el efecto 

inhibitorio de la respiración y a su vez el efecto estimulatorio 

en la slntesis de P4. 

Por tal motivo fue de interés estud].ar el efecto que tiene el 

ion sobre la actividad de la ATPasa mitocondrial. Los resultados 

muestran que el Ca 2
+ estimula la actividad de esta enzima 

principalmente a altas concentraciones del ion como se muestra en 

la figura 13. 

ao
Los resultados obtenidos sobre los segmentos NADH-citocromo o

[Figura 10) y succinato-citocromo c [Figura 11) muestran un

comportamiento similar al incrementar las concentraciones de Cäz+,

esto es, la reduccion del citocromo c se ve estimulada.

El segmento correspondiente a la citocromo oxidasa (Figura

12} no muestra cambios apreciables a ninguna de las

concentraciones de Cat*-estudiadas. Hasta aqui, estos resultados

analizados en conjunto muestran que la cadena de transporte de

electrones se ve más bien estimulada por la presencia del Cal*

que inhibida de una manera significativa, lo que sugiere que el

mecanismo de inhibicion sobre la respiracion inducida por este

cation no se realiza a este nivel.

ofEfecto del Ca: sobre la actividad de ATPasaL

Otro posible sitio de interaccion del cation podria ser la

ATFasa o ATPsintetasa lo que podria explicar el efecto

inhibitorio de la respiracion v a su vez el efecto estimulatorio

en la sintesis de Pa.

Por tal motivo fue de interes estudiar el efecto que tiene el

ion sobre la actividad de la aTFasa mitocondrial. Los resultados

muestran que el Cam' estimula la actividad de esta enzima

principalmente a altas concentraciones del ion como se muestra en

la figura 13.



1 
d 
·rl 
s . .... 
'~ s 
o 
~ 
~ 
o 
:1 
~ 
Ql 

P:: 

o 

.µ 
·rl 
o 
Ql 
'ti 

Ol 
as 

..-i 
o 
s 
d 

40;:; . 

300 

¡L._¡ 

1 f! ~ 200 
. 1. 

/il 
100 T T 

·-· l ¡----1 l 
l 

o . 
-9 -e -7 -6 -5 

LC'>G [ca2+] M 

Fig. 10. Efecto del Caz+ en el fragmento 

NADH-citocromo e de la cadena de transporte de 

electrones en MPH. Un volumen final de 1 ml de 

medio de ca 2 •-EGTA fresco a pH 7.20 y 25 ºe 

(ver Material y Métodos) contenía el Caz•. 3 mg 

pm y 0.25 mg de citocromo e para iniciar la 

reacción . n = 2. 
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VI DISCUSION 

El proposito de este trabajo fue investigar el efecto de un 

incremento del Caz+ en el rango fisiológico sobre la respiración y 

biosintesis de P4, as1 como un posible sitio de actividad a nivel 

de la cadena de transporte de electrones y de la AIPasa en MPH 

acopladas. 

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en presencia de 

un amortiguador Caz+ -EGIA que nos permitió manipular 

concentraciones crecientes de Caz+ calculadas (8,26). La presencia 

de EDIA como un agente quelante evita las reacciones 

características de los iones metálicos al formar complejos 

solubles con todos los cationes en relación molar 1:1, y del EGTA 

que reacciona específicamente al quelar Ca 2
•. Con estos reactivos 

se pudieron mantener las concentraciones de Caz+ adecuadas en cada 

uno de los experimentos. 

Se ha reportado (14) en mitocondrias de h1gado que la 

respiración no resulta afectada por el Caz•. debido posiblemente a 

un alto contenido de calcio endógeno que pudiera ocultar los 

efectos, aunque se ha argumentado también que pudiera deberse a 

diversos factores, que contribuyen a las dificultades 

experimentadas por otros, en demostrar un incremento en la 

respiración,en respuesta al ca2
•. Sin embargo, Johnston y Cols 

(14), empleando una técnica simple para producir una preparación 

de mitocondrias de hígado de rata con un bajo contenido de 
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VI DISCUSION

El proposito de este trabajo fue investigar el efecto de un

incremento del Cai*-en el rango fisiologico sobre la respiracion 3:

biosintesis de Fo, asi como un posible sitio de actividad a nivel

de la cadena de transporte de electrones v de la ATPasa en HFH

acopladas.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en presencia de

un amortiguador Caz+-EGTA que nos permitid' manipular

concentraciones crecientes de Cai* calculadas (8,26). Len presencia

de EDTA como un agente quelante evita las reacciones

caracteristicas de los iones metálicos al formar complejos

solubles con todos los cationes en relacion molar 1:1, y del EGTA

que reacciona especificamente al quelar Ca¡+. Con estos reactivos

se pudieron mantener las concentraciones de Cai' adecuadas eur cada

uno de los experimentos.

Se ha reportado (14) en mitocondrias de higado que la

respiracion no resulta afectada por el Ce;+, debido posiblemente ia

un alto contenido de calcio endogeno que pudiera ocultar los

efectos, aunque se ha argumentado también que pudiera deberse a

diversos factores, que contribuyen a las dificultades

experimentadas por otros, en demostrar un incremento en la

respiracion,en respuesta al Ca2+. Sin embargo, Johnston yf Cole,

(lo), empleando una técnica simple para producir una preparacion

de mitocondrias de hígado de rata con un bajo contenido de



calcio endógeno ( aproximadamente 1 nmol/mg 

so 
de proteina ) , 

valor similar al encontrado U\. vw~, reportan que la respiración 

en presencia del piruvato, 2 oxoglutarato o treo-(D )-isocitrato .. 
puede ser estimulada por el Caz+ al ser incrementado desde 103 a 

820 nM (intervalo fisiológico), pero no hubo estimulación de la 

respiración cuando el succinato fue el sustrato. 

Robertson y CoLs. (32), reportan que en mitocondrias de 

corazón el Caz+ induce un estimulo en la fosforilación oxida ti va 

del 25 3 en el intervalo O. 1 a 1. O µM de Caz+ y un efecto 

inhibitorio al emplear cantidades superiores a 1.0 µM, sin tomar 

en cuenta la presencia del Mgz+. 

Moreno-Sánchez (26), reporta en un estudio realizado en 

mitocondrias de hígado que la regulación de la fosforilación 

oxidativa es debida aparentemente al control del nivel del calcio 

endógeno por el Ca2 +. Encontró que hay una concentración de Caz+ 

al cual la sintesis de ATP máxima tiene lugar, pero ésta puede 

variar con la presencia o ausencia del Mgz+ y con la concentración 

de fosfato en el medio. 

En este trabajo se ha observado que cuando la concentración 

del Caz+ fue incrementada de 0.1 a 5.0 µM, la respiración en el 

estado 3 inducida por el ADP fue inhibida en un 70 3. 

Históricamente, el calcio ha sido muy estudiado (18) y es 

bien conocido hasta ahora que juega un papel muy importante como 

un segundo mensajero en la regulación de muchas actividades 

celulares, siendo una de ellas como mensajero intracelular de la 

acción hormonal (2). Shemesh y CoLs. (35), trabajando en células 

placentarias de bovino, encontraron evidencias de que el Ca 2 + es 
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valor similar al encontrado ottawa, reportan que la respiracion

en presencia del piruvato, 2 osoglutarato o treo-{D!}-isocitrato

puede ser estimulada por el Gea* al ser incrementado desde 1ü3 aa

BEU nH íintervalo fisiologicol. pero no hubo estimulacion de la

respiracion cuando el succinato fue el sustrato.

Robertson y Eols. IHEJ, reportan que en mitocondrias de

corazon el dai* induce un estimulo en la fosforilacion oxidativa

del zsteo el intervalo o.1 e 1.o ,om de ce” 1.- oo efecto
inhibitorio al emplear cantidades superiores a 1.0 pH, sin tomar

en cuenta la presencia del Hg2*.

Horeno-Sanchez {2eJ. reporta en un estudio realizado en

mitocondrias de hígado que la regulacion de la fosforilacion

oxidativa es debida aparentemente al control del nivel del calcio

endogeno por el Caìí. Encontro que hay una concentracion de Cal*

al cual la sintesis de ATP maxima tiene lugar, pero esta puede

variar con la presencia o ausencia del Hgz+ y con lan concentraciän

de fosfato en el medio.

En este trabajo se ha observado que cuando la concentracion

del Gal* fue incrementada de ü.1 a 5.0 HH, la respiracion en: el

estado 3 inducida por el ABF fue inhibida en un ?ü E.

Historicamente, el calcio ha sido muy estudiado (lei y es

bien conocido hasta ahora que juega un papel muy importante como

un segundo mensajero en la regulacion de muchas actividades

celulares, siendo una de ellas como mensajero intracelular de la

accion hormonal (2). Shemesh y cole. (35), trabajando en celulas
. _ _ 2placentarias de bovino, encontraron evidencias de que el Ca + es
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la llave mediadora en la sintesis de la P4, en contraste con otras 

glándulas esteroidogénicas en el cuál los nucleótidos ciclicos 

modulan la formación de la hormona. 

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre la biosintesis 

de la P4 nos muestran que esta ocurre, aunque sea sólo 

transitoriamente a 500 nM de Caz•. El hecho de que esta 

estimulación de la hormona ocurra dentro del intervalo de 

inhibición de la respiración (0.1 a 5.0 µM), nos muestra 

evidencia clara de que efectivamente el Ca 2
+ si interviene de 

alguna manera en la sintesis de la P4 en MPH a término. 

Hasta aqui, los datos presentados en este trabajo nos 

permiten sugerir la existencia de mecanismos que regulan la 

desviación de los equivalentes reductores para favorecer una via 

de transporte e inhibir otra. 

Datos de Klimek y Cols. (15) apoyan los datos presentados en 

este trabajo, ya que sugiere que la inhibición de la sintesis de 

ATP con oligomicina produce un incremento en la producción de P4, 

y también sugiere que esto se debe porque los equivalentes 

producidos al no poder ingresar a la cadena de transporte de 

electrones se desvian hacia la cadena del citocromo P-450. Estos 

datos podrian sugerir que el calcio está haciendo lo mismo en las 

mitocondrias. 

Por otro lado, en este trabajo las MPH incubadas con 2 mM de 

Mg 2
•, disminuyeron en un 30 3 su velocidad respiratoria en el 

intervalo 1 a 100 nM de Caz·. asi mismo, la estimulación en la 

sintesis de P4 no se presento. 

interfiere en la acción del Caz•. 

Por lo 
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la llave mediadora en la sintesis de la Pa, en contraste con otras

glándulas esteroidogonicas en el cuál los nucleotidos ciclicos

modulan la formacion de la hormona.

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre la biosintesis

de la Fo nos muestran que esta ocurre, aunque sea solo

transitoriamente a 500 nm de Gaií. El hecho de que †esta

estimulacion de la hormona ocurra dentro del intervalo de

inhibicion de la respiracion (0.1 a 5.0 uH}. nos muestra

evidencia clara de que efectivamente el Ca¡+ si interviene de

alguna manera en la sintesis de la Fo en HFH a tormino.

Hasta aqui, los datos presentados en este trabajo nos

permiten sugerir la existencia de mecanismos que regulan la

desviacion de los equivalentes reductores para favorecer una via

de transporte e inhibir otra.

Datos de Elimek y Cola. {i5l apoyan los datos presentados en

este trabajo, ya que sugiere que la inhibicion de la sintesis de

aTF con oligomicina produce un incremento en la produccion de F4,

y tambien sugiere que esto se debe porque los equivalentes

producidos al no poder ingresar a la cadena de transporte de

electrones se desvian hacia la cadena del citocromo F-a5b. Estos

datos podrian sugerir que el calcio esta haciendo lo mismo en las

mitocondrias.

Por otro lado, en este trabajo las HFH incubadas con 2 mH de

Hg:+,-disminuyeron en un 30 E su velocidad respiratoria en «el

intervalo 1 a iüü nH de Ca¡*, asi mismo, la estimulacion en. la

sintesis de Fo no se presento. Por lo que, este efecto que

interfiere en la accion del Ca2+, seria debido al Hgí+ que es
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reconocido (7) corno un eficiente inhibidor del uniportador 

electroforético (acarreador transmernbranal que aporta una carga 

neta de 1) que mete el Caz+ a la matriz rnitocondrial. En corazón, 

1 mM de Mgz+ citoplásrnico cambia la Km de Caz+ de 10 a 30 µH (6). 

Los datos obtenidos por efecto del Caz+ sobre los componentes 

de la cadena de transporte de electrones hacen suponer que éste no 

es el posible sitio de actividad, ya que hubo estimulación en 

algunos fragmentos y en otros la inhibición no fue significativa. 

El otro posible sitio de actividad del catión fue la ATPasa, 

en donde la actividad de la enzima se vio estimulada por el caz+ 

en el intervalo de concentración en donde fue observada la 

inhibición de la respiración. Los datos sugieren que el cation 

debe producir sus efectos a otro nivel, posiblemente bloqueando el 

paso de nucleótidos de adenina, como ha sido propuesto por 

Gómez-Puyou y Cols. (11). 

Si bien el lugar exacto de la acción del calcio en los 

procesos esteroidogénicos aun no es conocido, es probable que 

pudiera influir la liberación del colesterol por la mitocondria 

(12). También se puede sugerir que en la mitocondria de la 

placenta exista un mecanismo mediado por 

postulado para el AMPc, que es capaz 

transformación del colesterol en progestrona. 

Z+ 
Ca , 

de 

diferente al 

estimular la 
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reconocido {?l como un eficiente inhibidor del uniportador

electroforetico iacarreador transmembranal que aporta una carga

neta de 11 que mete el Cat* a la matriz mitocondrial. En. -corazon,

1 mH de l'-¡gh citoplåsmico cambia la Km de Cai* de lo a 30 HH ibl _

Los datos obtenidos por efecto del Cai* sobre los componentes

de la cadena de transporte de electrones hacen suponer que este no

es el posible sitio de actividad, ya que hubo estimulacion en

algunos fragmentos y en otros la inhibicion no fue significativa.

El otro posible sitio de actividad del cation fue la aTPasa,

en donde la actividad de la enzima se vio estimulada por el daa*

en el intervalo de concentracion en donde fue observada la

inhibicion de la respiracion. Los datos sugieren que el cation

debe producir sus efectos a otro nivel, posiblemente bloqueando el

paso de nucleotidos de adenina, como ha sido propuesto por

Gomes-Fuyou y Golf- (111.

Si bien el lugar exacto de la accion del calcio en los

procesos esteroidogonicos aun no es conocido, es probable que

pudiera influir la liberacion del colesterol por la mitocondria

{12}. Tambien se puede sugerir que en la mitocondria de la

placenta exista un mecanismo mediado por Ca2+, diferente al

postulado para el aHFc, que es capaz de estimular la

transformacion del colesterol en progestrona.
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VII CONCLUSIONES 

Del estudio de esta tesis obtenemos que : 

1. La respiración en MPH puede ser inhibida 

significativamente dentro del rango fisiológico (0.1 a 1 . 0 ¡.ti) por 

efecto del caz•. 

2. La biosintesis de P4 en MPH pudo ser estimulada aunque 

sólo transitoriamente a 500 nM de Caz•. cuando el efecto de este 

catión en la respiración estuvo presente. 

3 . La presencia del Mg2
• disminuye la velocidad respiratoria 

a bajas concentraciones del catión en el intervalo 1 a 100 nM de 

Caz·. y también es claro que desaparece el estimulo en la 

biosintesis de P4. Por todo esto, se sugiere que el Mg 
Z+ 

interfiere con los efectos causados por el ca2
• en estas funciones 

mitocondriales. 

4. Al segmentar la cadena de transporte de electrones algunos 

fragmentos son estimulados y en otros no se presenta una 

inhibición significativa que pudiera ubicar un posible sitio de 

actividad del Caz• . Por lo que se sugiere que el catión no actua a 

este nivel de la cadena y se abre la posibilidad de que su 

participación ocurra a otro nivel. 

s. Al ser estimulada la actividad de ATPasa directamente por 

el Caz•. se sugiere que indirectamente la actividad de síntesis de 

ATP no se ve afectada y por lo que se plantea que tampoco es a 

este nivel un posible sitio de actividad del catión . 
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1. La respiracion en HPH puede ser inhibida

significativamente dentro del rango fisiologico (0.1 a 1.0 pfll por

efecto del Caaí.

2. La biosintesis de Po en MPH pudo ser estimulada aunque

sólo transitoriamente a 500 nH de Ca”, cuando el efecto de este

cation en la respiracion estuvo presente.

3. La presencia del Hgz*«disminuye la velocidad. respiratoria

a bajas concentraciones del cation en el intervalo 1 a ido nM de

Ca¦+, y también es claro que desaparece el estimulo en la

biosintesis de Fo. Por todo esto, se sugiere que ed. Hgt'

interfiere con los efectos causados por el Cal* en estas fnneioneg

mitocondriales.

4. al segmentar la cadena de transporte de electrones algunos

fragmentos son estimulados y en otros no se presenta una

inhibicion significativa que pudiera ubicar un posible sitio de

actividad del Ca:+. Por lo que se sugiere que el cation no actua a

este nivel de la cadena y se abre la posibilidad de que su

participacion ocurra a otro nivel.

5. al ser estimulada la actividad de aTPasa directamente por

el Cazí, se sugiere que indirectamente la actividad de sintesis the

ATP no se ve afectada y por lo que se plantea que tampoco es a

este nivel un posible sitio de actividad del cation.
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