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LISTA DE ABREVIATURAS

Ac Anticuerpo

ADP Difosfato de adenosina

AMPc Monofosfato de adenosina 3',5'-ciclico

ATP Trifosfato de adenosina

BSA Albumina sérica bovina

ca®” Calcio libre extramitocondrial

CEM Coeficiente de extincién molar

DCPIP Diclorofenolindofencl

DNP Dinitrofenol

EDTA Etilendinitrilotetracetato ( Disdédico)

EGTA Etilenglicol-bis- (/3-amincetil eter)-N,N,N',N'-
tetracetato

FAD Flavin adenin dinucledtido

MOPS Acido morfolinopropancsulfénico

MPH Mitocondrias de placenta humana

NaD" Nicotinamida adenin dinuledtido (oxidado)

NaDp’ Fosfato de nicotinamida adenin dinucledtido (oxidado)

P4 Progesterona

Pi Fosfato inorganico

pm Proteina mitocondrial

PMS Fenasinametasulfato

PSM Particulas submitocondriales

TCA Acido tricloroacético

TMPD Tetrametilenparafenilendiamina

Tris Tris(hidroximetil)-aminometano



RESUMEN

En el presente trabajo, se investigé el efecto del calcio
libre extramitocondrial (Ca”") sobre los procesos de la
respiracién y biosintesis de progesterona (P4), asf{ 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 Ca’® calculadas (26), desde 1 nM
hasta 5.0 uM, hubo una inhibicidén del 70 % en 1la velocidad de
respiracién en el intervalo 0.1 a 5.0 uM, as{ como una reduccién
del 30% en el consumo de oxigeno en el intervalo 1 a 100 nM al ser
adicionado al medio de respiracién 2 mM de Mgclz.

Por otro lado, en las mismas condiciones de respiracién en
ausencia del Mgz’. se observé un incremente transitorio en 1la
sintesis de P4 al aproximarse a 500 nM la concentracién del Caz‘,
mientras que en presencia del Mgz+ no se presentd tal actividad.

La cadena de transporte de electrones se fragment$ con el uso
de inhibidores especificos para determinar el posible sitio de
accién del ca®’. Los resultados nos mostraron que este ion produjo
un incremento en la actividad de los segmentos que wutilizan como
aceptor final al citocromo c.

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

al elevarse las concentraciones de Ca® .
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Nuestros hallazgos sugieren que en las MPH el ca® reduce

la respiracién mitocondrial y que esto pudiera explicar el
incremento transitorio en la sintesis de P4, ademas de sugerir que
el ca®’ 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 ca® en el proceso respiratorio vy
en la biosintesis de P4 en las MPH, ademas de abrir el camino a
una futura intervencidn en los mecanismos 1involucrados en la

modulacién del ca’’ v su participacién en otros procesos de este

tejido esteroidogénico.



II. INTRODUCCION

1. Importancia del ca®* en los sistemas biolégicos. En los

ultimos aRos se ha aceptado que el ca®* es un ion con amplia
distribucién celular, que desempefa un papel importante en los
procesos biolégicos tan diversos como la contraccién muscular, la
divigidn celular y la secrecidén hormonal. Ademads se encuentra
entre los segundos mensajeros, para llevar la informacidén 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 accidén radica en la modulacidén de la actividad
de varias enzimas, produciendo 1la regulacién de algunas vias
metabdélicas.

Por otro lado, ha sido estudiado ampliamente el mecanismo por
el cual el Ca’" es acumulado en la mitocondria (3), en donde 1la
concentracién libre de este catién en fluidos de mamiferos varia
desde: 1 mM en plasma, de 0.1 a 1.0 uM (intervaleo fisioldégico) en

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

2. Transporte en membranas. Los trabajos llevados a cabo en

las membranas de células y co¢rganelas subcelulares de ndltiples
tejidos animales, han permitido reconocer la existencia de una

gran variedad de sistemas de transporte, gque contreolan el
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movimiento de algunos iones y moléculas a través de ellas en una
forma pasiva a favor de gradientes electroquimicos © por un
transporte activo que requiere acoplarse a una fuente de energila.
Asi mismo, los estudios realizados en las membranas mitocondriales
muestran gque del total de 1la energia respiratoria, sdélo una
fraccién es usada para fines distintos de 1la fosforilacidn
oxidativa, como es el transporte de ciertos metabdlitos (nalatoz_,
citrato®, aspartato , ADP°, piruvato , etc.), pero no as! para
las mitocondrias que respiran activamente y que mantienen o

2+ 2
, Mg , Ca *, etc. ), en donde se

acumulan cationes ( K+, Na®
considera que el intercambico es dirigido por una bomba de
protones, que sugiere que la energia necesaria no proviene de 1la
fosforilacién oxidativa, debido a que la captacién de cationes no
es inhibida por 1la oligomicina en presencia del desacoplante
dinitrofenol (DNP)}, (27).

Por otro lado, el estudio del ca® en 1la mitocondria ha
permitido identificar un sistema transportador del catién que
exclusivamente lo incorpora y otro que contlnuamente lo 1libera
desde la matriz al citosol, lograndose con esto, estéblecer un
ciclo de transporte a través de la membrana (3,7,28) el cual
parece ser un factor importante en la regulacién de este catién
libre que normalmente es muy bajo en el citosol. Ademas se sabe
gue cuande el potencial de membrana estad en el intervalo
fisiolégico, los transportadores de incorporacién y 1liberacién
operan unidireccionalmente para permitir el continuo recambio de
ca® a través de la membrana interna y as{ proveer 1la base para

una regulacién cinética en la distribucién del catién entre el



citosol y la matriz mitocondrial (28).

otro trabajo (4), realizado en células donde la
concentracién idnica del Ca*’ esta en el intervalo "normal"
alrededor de 200 nM, reporta que- - es probable que 1la principal
funcién del sistema transportador de incorporaci¢én y liberacién
pueda ser la regulacién de las enzimas dependientes de Ca" en
la matriz mitocondrial, mas bien que para la regulacién del catién
en el citosol, con la salvedad de que en las c¢élulas que
normalmente experimentan concentracicnes de Caz+ citoesdlico
excediendo el rango micromolar (células éseas), estarian expuestas
a concentraciones de Ca>’ que serian posiblemente adecuadas
para activar la ruta de incorporacién a la mitocondria.

La ruta de incorporacién fue evidenciada inicialmente en
mitocondrias aisladas de una variedad de fuentes (40), vy mas
recientemente (3) se cree gue esta captacién es facilitada por 1la
energia del potencial de membrana que dirige el transporte activo
del catién con una transferencia de carga de 1, posiblemente a
través de un antiportador Ca'/H".

Diversos trabajos realizados hasta hoy, han identificado dos
vias diferentes de liberacién del catién en mamiferos: una
dependiente y otra independiente de Na’. Un flujo de salida
mediado por un antiportador Ca®'/Na' en mitocondrias de corazén,
musculo esquelético y cerebro fue descubierto por Carafoli y Cols.
(3), ¥y un mecanismo similar ha sido demostrado en tejido adiposc
pardo (40). Lehninger y Cols. (18) observardn un flujo de salida
mediado por un transportador Ca>'/H" en mitocondrias de higado,

que ademas se vé regulado por el estado redox de los
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piridin-nucléotidos. Con esto, quedé establecido que la liberacién

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

3. Efecto del ggi: sobre la respiracién y fosforilaciodn
oxidativa. Johnston y Cols. (14) reportan en mitocondrias de
higado de rata, un estimulo en 1la respiracién cuando la
concentracién de Ca®’ fue incrementada de 103 a 820 nM (intervalo
fisioldégico), argumentandoc que se debid a la preparacién de las
mitocondrias con.una cantidad de calcio endégena aproximada a
1 nmol/mg de proteina, similar a la que se encuentra in vive (14},
suponiendose con estos resultados que el contenido de calcio
endégeno afecta la respiracién como anteriormente fue sugerido en
otro trabajo (14).

Por otro lado, Moreno-Sanchez (26), reporta en un estudio
realizado en mitocondrias de higado de rata, qgque al manipular
concentraciones de Ca”' calculadas (8) de 1 nM a SuM, se ejerce
un control aparente en los niveles de calcio intramitocondrial
que subsecuentemente modulan la fosforilacién oxidativa al verse
afectado el traslocador de nucléotidos de adenina. También
encontrd gque alrededor de 1uM de ca®" proporciona la maxima
sintesis de ATP, pero esto puede variar con 1la presencia o

ausencia del fosfatoc o Mg3+

4. Efecto del ca®* sobre la sintesis  de hormonas esteroides.
La modulacién en 1la sintesis fue estudiada inicialmente en
homogenados de glandulas suprarrenales, en donde Stone y Hetcher

(38), demostraron que la accién de la hormona adrenocorticotrdépica

1
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(corticotropina) era incrementar la conversidén de colesterol a

pregnenolona en la biosintesis de corticoesteroides. Ootros
trabajos (17,31), mostraron que el efecto estimulatorio en la
produccién de corticosteroides, era ocasionado por mecanismos que
involucraban: a) el congelamiento (cuyos efectos fisicos eran
inespecificos) que incremento la sintesis hasta tres veces ;
b) por la accién de 1la Ficina (una enzima proteolitica) que
dupliceé el efecto dado por la congelacién; y <c¢) por 1la accién
del ca®* que resulto estar involucrado especificamente en la
accidén de la corticotropina. Comparativamente otros cationes como

+

2 2+ Z+ z+
el Sr™, Mg , Ba y Fe , mostraron que en Sus concentraciones

mds efectivas estimularon aproximadamente la sintesis de 1la

+

hormona en un 50 % ; asi{ mismo otros cationes como el an’, zn® .
Cuz’, Coz* v Niz' mostraron sdélo efectos inhibitorios (17),
ver la Tabla I.

Por otro lado, los iones ca®* han sido implicados en 1los
procesos biosintéticos de esteroides en tesificulos, glandulas
suprarrenales y ovarios (13,42), sin embargo en todos estos
tejidos el AMPc esta considerado como el principal regulador
intracelular de la produccién de hormonas. Se ha reportado (2),
que la placenta bovina puede asemejarse a la 2zona de la
glomerulosa de la corteza suprarrenal, un tejido en el cual el
ca®* mas bien parece ser la sefal principal del incremento en la
sintesis de aldosterona y no los nucledétidos ciclicos. 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 nucledtidos



TABLA I

Estimulacién en la produccidén total de corticoesteroides

en homogenados de suprerrenales por varios cationes. Los

valores debajo del encabezado de Caz+ son valores con-

E 2
trol en ausencia o presencia del ca“’,

% de rendimiento
[ 1M Srz+ Mgz+ Baz+ Fez+
2.5 x 107" 26.9
5 x 107° 26.3 31.8
1 x 107° 37.8 34.6 45.6
2 x 107° 15.1
5 x 107° 39.1 44.5 29.6 13.0
1.5 x 1072 40.2 41.9
3 x 107° 49.0
3.5 x 1072 47.8
4 x 107% 43.1
5 x 1072 40.7
ca®* Caz+ Ca2+ Caz+
0 26.6 30.9 24.5 26.2
1.1 x 107 54.1 66.2 49.6 56.6
16.5 x 1070 |  75.4 94.9 74.9 79.1
( Tomado de Koritz y Cols. (17), 1959 )

12
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ciclicos. Se desconoce si un proceso de contrel similar es
empleado en la esteroidogénesis placentaria de otras especies.
Hay reportes (25) de que la sintesis de progesterona en
placenta humana es estimulada por 1la gonadotropina coridénica
humana, presumiblemente por un mecanismo mediado por AMPc
Sin embargo el grado de estimulacién producida es pequefia,
abriendose la posibilidad de un significativo papel del ca**
Otros trabajos (16,35), han hecho notar que 1la esteroidogénesis,
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 1la sintesis
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 citosélico desde 1 a 100 nM, que
les permitid analizar y cuantificar el papel del ca®’ en la
sintesis de aldosterona. Otro trabajo (2), encuentra que es
activado un sistema mensajero que dispara 1la esteroldogenesis

cuando los factores estimulantes llamados angiotensina II y K

*

elevan la concentracién del Caz.

5. Estudiecs iniciales en la Placenta Humana. La consulta de
trabajos que dieron inicio al estudio de 1la placenta humana a
término, enfocados principalmente para determinar la capacidad de

fosforilacién oxidativa en mitocondrias aisladas (29), reportaron
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haber encontrade una gran variabilidad e inestabilidad en este
proceso. Fueron obtenidas bajas tasas de respiracién, y el
acoplamiento en la produccién de ATP, fue impedido por la
presencia de una fosfatasa activa que liberaba el fosfato del ATP
y ADP, asf como también fueron observadas relaciones P/0 (bajas vy
variables), por lo que se sugirié que los resultados en la
respiracién no eran necesariamente consecuencia de una alteracién
funcional de la mitocondria. En otro trabajo (40) sedemostrd gque
la adicién de albumina sérica bovina a los homogenados previos
para el aislamiento de mitocondrias, mejord las relaciones P/0O, no
asi la respiracién.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 accién de la fosfatasa alcalina, aunque no pudo ser

excluida una fosfatasa inespecifica en otros valores de pH.

6. Cadenas de transporte de electrones en la placenta
humana. Otros autores (29,30), desarrollaron modificaciones para
el aislamiento de mitocondrias, asf{ 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 respiracidén, y al mismo tiempo los mecanismos de
acoplamiento. Las preparaciones mitocondriales incubadas con
diversas fuentes de equivalentes reductores, mas el emplec de
desacoplantes e inhibidores de la cadena respiratoria, produjeron

buenas tasas de respiracién, control respiratorio y relaciones
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ADP/0, 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 encontrd que cerca del 20 % de 1la
respiracién mantenida con glutamato, fue insensible a la rotenona
y debid proseguir por una via alterna de transporte de electrones
ligada al citocromo P-450. Por otro 1lado, c¢onociendo que la
combinacién del ascorbato-TMPD, funciona como un donador
artificial de electrones, los cuales por su potencial de dxido
reduccién son cedidos a nivel del citocromo ¢, se encontré gque
cerca del 50 % de la respiracién 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 encontrd gque el 100 % de la respiracien,
mantenida con glicerol-3-fosfato y succinato, sostuvo un
rendimiento en la fosforilacidén oxidativa con una relacién ADP/O
de 2. Por otro lado, la inhibicién con rotenona, antimicina A ¥y
clanuro, 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 (30).

Es conocido que las mitocondrias de la corteza suprarrenal,
testiculo y ovario, ademas de poseer la cadena de transporte de
electrones acoplada a la fosforilacién 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 gque

utiliza equivalentes reductores vy oxigeno (24) por via del
citocromo P-450 (oxidasa terminal con funcién mixta), que
hidroxila y cataliza la conversidén del colesterol a pregnenolona
(22). Esta cadena utiliza como aceptor final al oxigeno, el cudl
es esencial para que el colesterol sea hidroxilado en 1las
posiciones 20 y 22, y de esta manera permitir la liberacidén de la
cadena lateral (acido isocaproico) por 1la accién de 1la enzima
desmolasa 20,22, con la subsiguiente produccién de pregnenolona
que es transformada a progestercna por la accidén de la

3-OH-esterol deshidrogenasa y la aYe

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 monocoxigenasa con substratos de tipo esteroidal,
constituida por tres componentes localizados en la membrana
interna de la mitocondria: wuna flavoproteina que contiene FAD
especifica para el NADP*. una ferrosulfoproteina llamada
adrenodoxina y el citocromo P-450.

Se sabe que la energia requerida para 1la activacién de 1la
cadena alterna es proporcionada por las diferentes reacciones
mitocondriales acopladas a la reduccién 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 cudles hay deshidrogenasas

intramitocondriales dependientes del NADPY. Para el caso del
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malato existe una malato deshidrogenasa dependiente del nap* y una
enzima malica dependiente del NADP+. Por otro lado es importante
seffalar que estos substratos son igualmente importantes en la
cadena de transporte de electrones acoplada a la fosforilacidén
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
energia ligada a una transhidrogenasa que puede catalizar la
transferencia de hidrégeno 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 oxidacién de los substratos.

7. Caracteristicas generales de la placenta humana a término.
El desarrollo gestacional en mamiferos esta ligado anatdémica,
genética y metabdlicamente a la placenta : un érgano de
existencia transitoria y de forma discoidal, en promedio con 20 cm
de diametro 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 dutero. La placenta humana puede utilizarse como modelo
experimental de incalculable valor, por varias razones: a) su
origen; b) su diversidad de funciones; <c¢) su facil obtencién.
De especial importancia es su utilizacién en el area de
investigacién obstétrica, en particular, en el estudio de
anomalias congénitas (21). Este dérgano actua en forma activa vy
selectiva en 1la transferencia de substancias, desarrollando

funciones nutritivas, renales, respiratorias, hepaticas y
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endécrinas, 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 dltimo trimestre (37). La progesterona es
necesaria para mantener el embarazo, adem4s que se utiliza cdmo
precursor para la produccién de otros derivados esteroidales, los
cudles actuan a su vez sobre varios érgancs y tejidos, tanto de la

madre como del feto.



OBJETIVOS

2+

Medir el efecto del Ca sobre la respiracién en MPH.

Medir el efecto del Ca®’ sobre la biosintesis de P4 en MPH.

Ubicar el posible sitio de actividad de este catién en la

cadena de transporte de electrones en MPH.
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MATERIAL Y METODOS

1. 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 segun
el método descrito por Martinez y Cels. (20), en una solucién de
250 mM de Sacarosa/ 1 mM de EDTA, ajustada a pH 7.3 con TRIS. €El
cordédn umbilical se cortd, para drenar 1la sangre del tejido,
luego se retiraron los coagulos y se procedid a cortar los
cotiledones placentarios, que fueron colocados en la solucidén de
Sacarosa/EDTA en frio (4°C). Postericrmente fueron lavados 3 ¢ 4
veces con la misma solucidén fria, para eliminar el exceso de
sangre. Ya lavados, los cotiledones fueron cortados finamente para
facilitar la homogenizacidén, que se llevd a cabo en la solucidén de
Sacarosa/ EDTA en fric, en un aparato Polytron (Brinkman
Instruments), empleande al 30 % de su maxima potencia (120
voltios), dos golpes de 45 seg por un periodo de descanso de
15 seg. E1 homogenado fue filtrado para eliminar residuos no
homogenizados y finalmente se ajustéd el pH a 7.3 con TRIS. El
homogenado se centrifugd a 3,500 rpm x 15 min a 4 <C en un rotor
HSs4, par; una centrifuga Sorvall RC-5B. El precipitado se desecho
y el sobfenadante obtenido fue centrifugado a 10,000 rpm x 10 min

a 4 °C en el rotor HS4. El1 precipitado mitocondrial fue
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resuspendido cuidadosamente con la solucién de Sacarosa / EDTA

fria a un volumen final de 60 ml, para posteriormente centrifugar
a 4,000 rpm x 4 min a 4 °C en un rotor SS34, para eliminar
posibles residuos de eritrocitos. E1 sobrenadante obtenido, fue
finalmente centrifugado a 12,000 rpm X 10 min a 4 °C en un rotor
SS34. El paquete de mitocondrias obtenido, fue resuspendido en el
minimo de solucién, y se almaceno en hieloc 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.

2. Determinacidn de Proteinas.- La proteina 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 complejo coloreado, que es debido a la reaccién del cobre
alcalino con la protefina (tal como sucede en el ensayoc del Biuret)
y a la reduccién del fosfomolibdato por 1la tirosina y el
triptéfano presentes en la proteina. La intensidad del color,
dependera . del ndmero de aminoacidos aromaticos presentes, Q
cambiara segun la clase de proteina. Es un método
espectrofotdmetrico con sensibilidad entre 1 y 200 wug. La
preparacién de solucilones empleadas fue como sigue:

A) Solucién alcalina de carbonato de sodio {Nazcon.al 2% en

NaOH 0.1 N).

B) Solucién de sulfato de cobre (Cuso‘.s H,0 al 5 7).

C) Solucién de tartrato de sodic y potasio (C‘H‘KNaOz al 2 %)

D) Solucién alcalina preparada el mismo dia, mezclando

primero 0.3 ml de solucién B + 0.3 ml de solucién € con
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agitacidn, y aforando a 30 ml con la solucién A con

agitacidn.

E) Solucién diluida 1:2 del reactivo de Folin-Ciocaltaeau en
agua. Reactivo de Sigma.

F) Solucién de albumina sérica bovina (BSA) 4 mg / ml (patron
de proteina). Reactivo de Sigma Fraccién V, libre de

acidos grasos.

CUADRO 1
Tubos
Reactivos Blanco Estandar Muestra

H£0 (ml) 1.0 0.95 0.99
Sol. F (ul) - 50 =
Mitocondrias (ul) - = 10
Sol. D (ml) 4.0 4.0 4.0

mezclar vigorosamente
Scl. E (ml) 0.4 0.4 0.4

mezclar vigorosamente

Colocar los tubos durante 1 min en agua a ebullicién |, vy
enfriar en hielo hasta que se tenga la temperatura ambiente.

Se leyd en un fotocolorimetro Klett-Summerson, 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 concentracién en mg/ml de pm.
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3. Medicidn del consumo de oxigeno.- Para saber en que

condiciones reales (acopladas, desacopladas o rotas) se
encontraban las mitocondrias obtenidas por el método de
centrifugacién 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 maximo de 6.0. El1 consumo de oxigeno se estimd
polarograficamente, empleando un electrodo tipo Clark de oxigeno y
un Oximetro Yellow Springs Instruments Co., Modelo 53.(YSI, Mod.
53), en un medio de incubacién fresco que contenia: 250 mM de
Sacarosa, 1 mM de EDTA, 10 mM de H’PO‘, 10 mM de MgClz, 10 mM de
Succinato, 1 mM de EGTA, 0.1 % de BSA, ajustado a pH 7.2 c¢on TRIS
a 25 °C. En un volumen final de 3 ml de este medio de respiracién
basico y a 25 °C se adicionaron 3 mg de pm, dejandose incubar
durante 1 min. La reaccién dio inicioc al adicionar ADP, a una
concentracién final de 100 M

Finalmente los calculos se hicieron, dividiendo los
nanoatomos de oxigeno gastados por mg / min del estado 3, entre
los nanocatomos de oxigeno por mg / min del estado 4, para
obtener el control respiratorio. La relacién ADP/O se determind,
dividiendo las nanomolas de ADF consumido, entre las nanomolas de

oxigeno fijado.

4. Determinacidn colorimetrica del calclo total

mitocondrial. Esta determinacién se realizd con una teécnica

modificada a la que emplea el Dr. Federico Fernandez Gabarrén de
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este Departamento de Bioquimica. La extraccién del calcioc de 1la

mitocondria fue como sigue: 10 mg de pm se diluyeron hasta 1.0 ml
en agua destilada, y se centrifugd a 15,000 rpm por 15 min a 25°C,
en un rotor SM-24 de una centrifuga Sorvall RC-5B. El paquete y el
sobrenadante siguieron el mismo proceso cada uno por separado, a
los cuales se les adiciono 0.122 M de TCA mas 0.122 M de NaOH para
ajustar el pH a 7.0 y se aford a 1.0 ml, y de nuevo se centrifuga
a 15,000 rpm por 15 min a 25 °C. Es desechado el paquete, vy el
sobrenadante es empleado en la determinacién del calcio. Un
volumen final de 0.5 ml de solucién TRIS-HCL 0.1 N a pH 7.0
contenfa, 20 ul de la muestra (obtenida de la extraccidn), 25 w4
de Arsenazo III, y 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
concentracién de calcio, por extrapolacion en una curva patrén

de calcio.

5. Amortiguador ggf+—§gzﬁ;— Considera 1la contribucién de
todos los ligandos y iones metalicos, ademas las constantes de
establilidad aparentes a pH 7.20 fueron calculadas wutilizando el
programa de Fabiato & Fabiato (11). Los medios de incubacién
contenian: 0, 505, 806 uM, 1.34, 1.54, 1.69, 1.74, 1.80, 1.86 y
1.95 mM de calcio total, dando concentraciones de ca®* calculadas
de 0, 50, 100, 300, 500, 800 nM, 1.0, 1.5, 2.0 y 5.0 uMv
respectivamente en ausencia de ngf; y , 0, 457, 744 uM, 1.28,
1.50, 1.65, 1.71, 1.80, 1.85 v 1.94 mM de calcio total, dando

concentraciones de Ca® calculadas de 0, 50, 100, 300, 500,
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800 nM, 1.0, 1.5, 2.0y 5.0 uM respectivamente en presencia de

2 mM de Mgclz. El 0 (10° M) es considerado como el control en
todos los experimentos realizados. Estos valores de ca®
calculados fueron tomados del trabajo reportado por Moreno-Sanchez
(26). Este medio de Ca’ -EGTA permitid medir el consumo de
oxigeno polarograficamente, empleando un electrodo tipo Clark de
oxigeno y un Oximetro (ISY, Mod. 53) Las mitocondrias se incubaron
en un medio basico que contenfa: 20 mM de MOPS, 120 mM de KCL,
2 mM de EGTA, 10 mM de Succinateo, 0.1 %2 de BSA, y concentraciones
crecientes de Caclz(las que correspondian a las calculadas para
Ca"}, para luego ajustarse el pH a 7.20 con KOH o HCl., 2 mM de
Mgclz fue adicionado, cuando los experimentos asf{ lo requirieron.
A un volumen final de 3 ml de medio de respiracién fresco, a
25 °c, se agregaron 3 mg de pm, dejandose incubar durante 2 min

La reaccién dio inicio al aMadir ADP, a una concentracién final de

100 uM.

6. Extraccidén en eter y determinacién de P4. De los 3 ml del

medio de respiracién Caz'—EGTa empleados para medir el consumo de
oxigeno en presencia de concentraciones crecientes de aa*t , se
tomd 1 ml de cada uno de los experimentos a los 5 min de iniciada
la reaccién con ADP. Esta muestra de inmediato se congeld 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 lavadoe de extraccién, agitandose

vigorosamente y dejandose reposar durante 90 seg a 25 OC hasta

observar una interfase eter-precipitado, y después 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 bafe a 38 +°C hasta 1la
evaporacién completa del eter. Al precipitado ya descongelado del
primer lavado, se sometid 2 veces mas a nuevos lavados con eter,
como anteriormente fue hecho. El residuo colectado de 1los tres
lavados, después de haberse evaporado completamente el eter, fue
diluido en 0.5 ml de cloroformo, con agitacidén vigorosa y de ahi
se tomd una alicuota de 0.1 ml para hacer 1la determinacién de
la progesterona ( Método realizado por el Dr. Vicente Diaz
Sanchez del INN "Salvador Zubiran") por radio-inmunoanalisis (RIA)

con Ac, con una reaccién cruzada menor al 1 %

7. Determinacién de 1la actividad de ATPasa vy (P1i).

La hidrolisis del ATP por 1la ATPasa, fue determinada
en un medio de incubacién basico que contenfa: 20 mM
de MOPS, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 5 mM de Malato, 5 mM de
Glutamato y concentraciones crecientes de CaCl2 que van desde 1 nM
hasta aproximadamente 2 mM (valores relacionados a las
concentraciones calculadas para Caz+}, 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 °C, se le adiciond 1 mg de pn,
dejandose preincubando la mezcla durante 8 min en un bafo a
30 <C con agitacidén constante. Posteriormente se agregaron 50 M
de DNFP v 2.5 mM de ATP, dejandose hidrolizar durante 10 min en el
bafo a 30 °C con agitacidén constante. La reaccidén fue detenida con
TCA al 6 % final, para precipitar la proteina. Se centrifugd a

3,000 rpm x 10 min a 2 °C, en una centrifuga Beckman Mod. TJ-6, y
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el sobrenadante fue empleado en la determinacién de fosfato, segun
el método colorimétrico de Sumner (39), basado en el principio de
que el fosfato inorganico (Pi), reacciona con el molibdato de
amonio en solucidén Acida, para formar Aacido fosfomolibdico que
reacciona al adicionarse un agente reductor como el sulfato
ferroso, gque reduce el molibdeno presente en el fosfomolibdato,
produciendo un color azul que permite leer indirectamente la

actividad de ATPasa, sin afectar el Acido molibdico libre.

CUADRO 2
Tubos
Reactivos Blanco Estandar Muestra
H,O (ml) 3.6 2.6 5.1
HPC, 1 mM (ml) = 1.0 o
Muestra (ml) - - 0.5
HzSO‘ / Heptamolibdato de
amonio al 6.6 % (ml) 1.0 1.0 1.0

mezclar vigorosamente
FeSO‘ al 10 % (ml) 0.4 0.4 0.4

mezclar vigorosamente

Lectura en un fotocolorimetro Klett-Summerson con filtro
rojo.

Calculos: UK muestra ., , _ picromolas de Pi x mg * x 10 min *

UK estandar
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8. Determinacién espectrofotdmetrica sobre 5 segmentos de 1la

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 HsPO‘, 0.1 % de BSA, 100 M
de KCN, 1.0 pg de Antimicina, 200 M de NADH, cantidades

crecientes de CaClz relacionadas a las concentraciones de Caz+

el pH a 7.20, en un volumen final de 1.0 ml de medio de incubacidn
fresco. Se adicionaron 0.125 mg de pm. Y para dar inicioc a la
reaccién se agregaron 160 uM de DCPIP. Las condiciones de ensayo
controladas, se realizaron en el espectrofotémetro de doble haz de
luz (AMINCO, DW-2A), y fueron: a 25 °C, 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 1la actividad

especifica, se multiplicd el A absorbencia mg *.min ' x 21 (CEM),

para dar el resultado en micromolas de DCPIP reducido mg_‘. min "

Fragmento Succinato-DCPIP.- Se incubaron: 20 mM de MOPS a pH
7.4, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2mM de Ha PO‘, 0.1 % de BSA,
100 uM de KCN, S uM de Rotencna, 1.1 mM de PMS, 20 mM de
Succinato, cantidades crecientes de CaCl2 ¥y PH 7.20,en un volumen
final de 1.0 ml de este medio de incubacién fresco. Se adicionaron
0.5 mg de pm y para dar inicio a la reaccién, se agregaron 80 uM
de DCPIP. Las condiciones de ensayo controladas, se realizaron en

°

el espectrofotdémetro AMINCO DW-2A y fueron a 25 C, 3.0 mm de

abertura, una velocidad de registro de 100 seg/pulg, 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-DCPIF.

Fragmento Succinato-Citocromo c¢.- Se incubaron: 20 mM de
MOPS, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2 mM de H’ FO‘, 0.1 %2 de BSa,
100 puM de KCN, S ug de Rotencna, 20 mM de Succinato, cantidades
crecientes de CaCl, y pH 7.20 en un volumen final de 1.0 ml de
este medio de incubacién fresco. Se adicionaron 2 mg de pm, y para
dar inicio a la reaccidén se agregarén 0.25 mg de Citocromo <. Las
condiciones de ensayo controladas se realizaron en el
espectrofotémetro AMINCO DW-2A, y fueron: a 25 °C ,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 multiplico la absorbencia mg_’. min~* x
19 (CEM) para dar el resultado en micromolas de citocromo ¢
reducido mg '.min *.

Fragmento NADH-Citocromo c¢.- Se incubaron: 20 mM de MOPS,
120 mM de KC1l, 2 mM de EGTA, 2 mM de HPO,, 0,1 % de BSA, 100 mM
de KCN, 5 uM de NADH, cantidades crecientes de CaClz y PH 7.20,
en un volumen final de 1.0 ml de este medio de incubacion fresco.
Se adicionaron 3 de mg de pm, y para dar inicio a la reaccién se
agregarén 0.25 mg de citocromo <. Las condiciones de ensayo

controladas, se realizaron en el espectrofotdémetro AMINCO DW-2A vy
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fueron: a 25 °C, 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

multiplicd igual al fragmento Succinato-Citocromo c.

Fragmento Citocromo c-Citocromo aa_.- Se incubaron: 20 mM de
MOPS, 120 mM de KCL, 2 mM de EGTA, 2 mM de H PO, 0.1 % de BSA,
1 ug de antimicina, S mM de Ascorbato, cantidades crecientes de
Caclz y pH 7.20en un volumen final de 3 ml de este medioco de
incubacién fresco. Se adicionaron 3 mg de pm, dejandose 2 min
incubando con agitacién constante, y después se dlo inicio a la
reaccién, al agregar 50 uM de TMPD. Las condiciones de ensayo
controladas,se realizaron polarograficamente con un electrodo tipo
Clark de oxigeno y un Oxfmetro (YSI, Mod. 53) y fueron a 25 °cC.

A los 4 min de iniciada la reaccién, fue detenida con la adicién

de 100 uM de KCN.

9. Preparacién de particulas submitocondriales (PSM).- Las

mitocondrias obtenidas por el método descrito por Martinez y Cols,
(20) fueron expuestas a sonicacién (Técnica empleada para la
preparacién por la Q.F.B. Ma. Teresa Espinoza Garcia), que condujo
a la formacidén de vesiculas 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 1la membrana interna

mitocondrial. La preparacién empieza diluyendo las mitocondrias
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en solucidén de Sacarosa-EDTA a pH 7.3, de 5 a 7 mg/ml, pH 8.2. Se

sonicd a la maxima potencia (30 micrones) en un bafo de hielo, en
volumenes aproximados de 50 ml durante 3 periodos de 45 seg cada
uno, con intervalos de 2 min. Posteriormente se centrifugd a
12,000 rpm por 15 min a 4 °C, en un rotor S55-34. El sobrenadante
se ultracentrifugd a 55,000 rpm por 60 min a 4 <C, en un rotor 60
Ti # 1945 para una ultracentrifuga Beckman Mod.L5-65. E1 paquete
resultante fue resuspendido en solucién de Sacarosa-EDTA a pH 7.3.

El sonicador empleadoc fue un MSE, Mod. Soniprep 150.
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V RESULTADOS

Efecto del ca®’ sobre la respiracién en MPH.

Para medir el consumo de oxf{geno en MPH se manipularon
concentraciones crecientes de ca®* en ausencia de Mgz+. Se puede
observar en la figura 1 que la velocidad de respiracién
estimulada por ADP (estado 3) es inhibida aproximadamente en un
70% cuando la concentracidén del catidén se encuentra entre 0.1 a
5.0 M. Esto sugiere que el ca®* podria interferir con el paso de
los electrones a través de la cadena respiratoria hasta su aceptor
final gque es el oxigeno, posiblemente por interaccién directa con
Sus componentes.

Se ha demostrado que el Mgz' es un catién necesario para las
funciones mitocondriales, como es la fosforilacién oxidativa, en
donde el Mgz+ se acompleja al ADP para funcionar como sustrato
verdadero de la ATPsintetasa. También se ha descrito su papel en
los procesos de estabilizacidén membranal, por mencionar algunos.
En la figura 2 se muestra el efecto que produce el Mgz* a una
concentracién constante de 2 mM en presencia de concentraciones
crecientes de Ca2+,y el estudio comparativo de los resultados
muestran gque la respiracién entre 1 vy 100 nM disminuye
aproximadamente en un 30% en relacién a lo observado en la figura
1. Ademé4s de esto, a concentraciones de 0.3 a 5.0 puM de ca® el
efecto es similar al que se observa en ausencia de Mgz+, en donde

es apreciada wuna inhibicién de 1la respiracién, basicamente
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Fig. 1. Efecto del ca® sobre 1los
estados 3 (e-e) ¥y 4 (0o-0) de 1la respiracién
en MPH en ausencia de Mgz‘. Un volumen final
de 3 ml de medio de. Ca”*-EGTA fresco a

pH 7.20 y 25 °C contenia el Caz*, 3 mg de pm

y 100 uM de ADP para estimular la respiracién.

n=3

33



% de respiracién

160— v v T
120F h
8o T T _ 4
.ﬂ_______________l.—;——~—0 i
o]
°
4o Q| o¥ssg 4
_______________ __ _ - 25
; ry—t 7
O i i L 1
-9 =8 -7 -6 -5

Fig. 2. Efecto del ca®" sobre los
estados 3 (e-e) y 4 (0-0) de 1la respiracién
en MPH con 2 mé de MgClz. Un volumen final de
3 ml de medio de Ca®'-EGTA fresco a pH 7.20 y
25 °C contenia el Ca®", 2 mg de pm y 100 WM

de ADP para estimular la respiracidén. 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 fosforilacién oxidativa es
empleando un parametro muy usado en bioenergética, el control
respiratoric. La figura 2 nos muestra el efecto que sobre el
control respiratorioc produce el Caz‘, en donde se observa que hay
una inhibicién del 70 % a medida que la concentracién del catidén
se incrementa. Comparativamente un resultado similar es observado
cuando hay ng‘ en el medio de respiracién. Este dato nos sugiere
que el ca® esta produciendo un desacoplamiento entre la

respiracién y la sintesis de ATP.

Efecto del Ca® sobre la biosintesis de P4 en MPH.
La figura 4 muestra que el Ca2+ produce un incremento
transitorio en la sintesis de P4 al aproximarse a 500 nM. Es
importante sefalar que las determinaciones sobre la sintesis de P4
se hicieron con las mismas preparaciones utilizadas en la
respiracién. Se observa que 1la sintesis de 1la hormona ocurre
precisamente en €l intervalo en que la respiracién es inhibida.
La presencia de ng‘ no permite el estimulo en la produccién
hormonal, como se observa en la figura 5. Este resultado podria
ser interpretado bajo los antecedentes bibliograficos (2), de que
el Mgz+ es capaz de bloquear el paso del Cazy a la matriz
mitocondrial.
"

= Z
Los resultados presentados hasta aqui, sugieren que el Ca

interfiere en las funciones respiratorias de las MPH.
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Fig. 3. Efecto del ¢a®’ sobre el
control respiratorio de las MPH con 2 mM de
Mgclz (e-e) y sin Mg~ (o0-0). Un volumen
final de 3 ml de medio de Ca”'-EGTA fresco a

PH 7.20 v 25 °C contenia el Caz*, 3 mg de pm

y 100 uM de ADP para estimular la respiracién.

n = 3.
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Fig. 4. Efecto del Ca*" sobre 1la
sintesis de P4 en MPH en ausencia de ng*A
Un volumen final de 3 ml de medio de Ca>'-
EGTA fresco a pH 7.20 y 25 °C contenia el
ca®, 3 mg de pm y 100 uM de ADP para
estimular la respiracién. La P4 fue extraida
de este medio de respiracion con eter y su

determinacién por RIA ( ver Material vy

Métodos). n = 3.
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Fig. 5. Efecto del ca®" sobre 1la
sintesis de P4 en MPH en presencia de 2 mM de
MgCl,. Un volumen final de 3 ml de medio de
Ca*'-EGTA fresco a pH 7.20 v 25 °C contenia
el ca®', 3 ng de pm y 100 #M de ADP para
estimular la respiracién. La P4 fue extraida
de este medio de respiracién con eter y su
determinacién por RIA {ver Material v

Métodos). n = 3.
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Efecto del Ca®' sobre la Cadena de Transporte de Electrones.

Para determinar el posible sitio de actividad del catién
sobre la cadena de transporte de electrones, decidimos segmentarla
utilizando rotenona, antimicina A ¥y cianuro, que inhiben
especificamente los sitios I, IT y III respectivamente.
Proporcionando a su vez los equivalentes reductores el NADH,
succinato, o bien donadores artificiales de electrones como
el citocromo ¢ y el ascorbato-TMPD.

El fragmento NADH-DCPIP que muestra la figura 6, nos explica
que a concentraciones crecientes de Caz*, la reduccién del DCPIP
en MPH no se da en el mismo grado de inhibicién que el observado
en la respiracién. La velocidad de reduccién de este aceptor
artificial de electrones debera ser tomada con precaucién ya que
se ha sugerido que el DCPIP podria no atravesar la membrana. Por
esta razén fue necesario repetir el mismo experimento wutilizando
PSM como es mostrado en la figura 7, en donde se produce una
estimulacién de la actividad de este segmento. La comparacién 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 ca® produce una
inhibicién que no es comparable con los resultados mostrados en la
respiracién como se observa en la figura 8. Por otro lado, este
mismo experimento realizado en PSM presenta una inhibicidn menos

pronunciada como se observa en la figura 9.
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Fig. 6. Efecto del ca® en el fragmento
NADH-DCPIP de 1la cadena de transporte de

electrones en MPH. Un volumen final de 1 ml de
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Fig. 7. Efecto del ca®" en el fragmento
NADH-DCPIP de 1la cadena de transporte de
electrones en PSM de MPH. Iguales condiciones
experimentales a las descritas en la figura 6.
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Los resultados obtenidos sobre los segmentos NADH-citocromo <

(Figura 10) y succinato-citocromo ¢ (Figura 11) muestran un
comportamiento similar al incrementar las concentraciones de Caz*.
esto es, la reduccién del citocromo ¢ se ve estimulada.

El segmento correspondiente a la citocromo oxidasa (Figura
12) no muestra cambios apreciables a ninguna de las
concentraciones de Ca’' estudiadas. Hasta aqui, estos resultados
analizados en conjunto muestran que la cadena de transporte de
electrones se ve mas bien estimulada por la presencia del Ca2+
que inhibida de una manera significativa, lo gque sugiere que el
mecanismo de inhibicién sobre la respiracién inducida por este

catién no se realiza a este nivel.

Efecto del gg?‘ sobre la actividad de ATPasa.

Otro posible sitio de interaccién del catién podria ser la
ATPasa o ATPsintetasa lo gque podria explicar el efecto
inhibitorioc de la respiracién y a su vez el efecto estimulatorio
en la sintesis de P4.

Por tal motivo fue de interds estudiar el efecto que tiene el
ion sobre la actividad de la ATPasa mitocondrial. Los resultados
muestran que el ca®" estimula la actividad de esta enzima
principalmente a altas concentraciones del ion como se muestra en

la figura 13.
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Fig. 10. Efecto del ca® en el fragmento
NADH-citocromo ¢« de la cadena de transporte de
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Fig. 11. Efecto del Ca®’ en el fragmento
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Fig. 12. Efecto del Ca®’ en el fraghento
citocromo c¢-citocromo aa_ de la cadena de
transporte de electrones en MPH. Un volumen
final de 3 ml de medio de Ca”® -EGTA fresco a pH
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VI DISCUSION

El proposito de este trabajo fue investigar el efecto de un
incremento del Ca>’ en el rango fisioldgico sobre la respiracidén y
biosintesis de P4, asi como un posible sitio de actividad a nivel
de la cadena de transporte de electrones y de la ATPasa en MPH
acopladas.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en presencla de
un amortiguador Caz+-EGTA que nos permitic manipular
concentraciones crecientes de ca® calculadas (8,26). La presencia
de EDTA como un agente quelante evita las reacciones
caracteristicas de 1los 1ones metalicos al formar complejos
solubles con todos los cationes en relacidén molar 1:1, y del EGTA
que reacciona especificamente al quelar Ca®’., Con estos reactivos
se pudieron mantener las concentraciones de ca®" adecuadas en cada
uno de los experimentos.

Se ha reportado (14) en mitocondrias de higado gue la
respiracién no resulta afectada por el Caz+. debido posiblemente a
un alto contenido de calcico endégenc gue 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
respiracién, en respuesta al ca™, Sin embargo, Johnston y Cols,.
(14), empleando una técnica simple para producir una preparacién

de mitocondrias de higado de rata con un bajo contenide de
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calcio enddégeno ( aproximadamente 1 nmol/mg de proteina ),

valor similar al encontrado in vive, reportan que la respiracién
en presencia del piruvato, 2 oxoglutarato o treo-(D,)-isocitrato
puede ser estimulada por el Ca”’ al ser incrementado desde 103 a
820 nM (intervalo fisioldgico), pero no hubo estimulacién de 1la
respiracién cuando el succinato fue el sustrato.

Robertson y Cols. (32), reportan que en mitocondrias de
corazén el Ca”’ induce un estimulo en la fosforilacién oxidativa
del 25 % en el intervalo 0.1 a 1.0 wM de Ca>* y un efecto
inhibitorio al emplear cantidades superiores a 1.0 uM, sin tomar
en cuenta la presencia del Mgz'.

Moreno-Sanchez (26), reporta en un estudio realizado en
mitocondrias de higado que la regulacidén de 1la fosforilacidn
oxidativa es debida aparentemente al control del nivel del calcio
endsgeno por el ca®". Encontré que hay una concentracidén de ca**
al cual la sintesis de ATP maxima tiene lugar, pero é&sta puede
variar con la presencia o ausencia del Mgz+ y con la concentracidn
de fosfato en el medio.

En este trabajo se ha observado que cuando la concentracién
del Ca®" fue incrementada de 0.1 a 5.0 KM, la respiracién en el
estado 3 inducida por el ADP fue inhibida en un 70 %.

Histéricamente, 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 regulacién de muchas actividades
celulares, siendo una de ellas como mensajero intracelular de la
accién hormonal (2). Shemesh y Cols. (35), trabajando en ceélulas

& 5 i 2
placentarias de bovino, encontraron evidencias de gque el Ca Y es
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la llave mediadora en la sintesis de la P4, en contraste con otras

glandulas esteroidogénicas en el cual 1los nuclesdtidos ciclicos
modulan la formacién de la hormona.

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre la biosintesis
de la P4 nos muestran que esta ocurre, aungue sea sdlo
transitoriamente a 500 nM de Ca>’. E1l hecho de que esta
estimulacién de 1la hormona ocurra dentro del intervglo de
inhibicién de 1la respiracién (0.1 a 5.0 mM), nos muestra
evidencia clara de que efectivamente el ca®* si interviene de
alguna manera en la sintesis de la P4 en MPH a término.

Hasta aqui, 1los datos presentados en este trabajo nos
permiten sugerir la existencia de mecanismos que regulan la
desviacién de los eguivalentes 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 inhibicién de la sintesis de
ATP con oligomicina produce un incremento en la produccién de P4,
y también sugiere que esto se debe porque los equivalentes
producideos 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 esta haciendo lo mismo en 1las
mitocondrias.

Por otro lado, en este trabajo las MPH incubadas con 2 mM de
ng‘, disminuyeron en un 30 % su velocidad respiratoria en el
intervalo 1 a 100 nM de Caz‘, as! mismo, la estimulacién en 1la
sintesis de P4 no se presento. Por 1lo que, este efecto que

interfiere en la accién del Cag+. seria debido al Hga+ que es



52
reconocido (7) como un eficiente inhibidor del uniportador

electroforético (acarreador transmembranal que aporta una carga
neta de 1) que mete el Ca’ a la matriz mitocondrial. En corazon,
1 mM de ng‘ citoplasmico cambia la Km de ca®* de 10 a 30 uM (6).

Los datos obtenidos por efecto del ca® sobre los componentes
de la cadena de transporte de electrones hacen suponer que este no
es el posible sitio de actividad, ya que hubo estimulacién en
algunos fragmentos y en otros la inhibicién no fue significativa.

El otro posible sitio de actividad del catién fue la ATPasa,
en donde la actividad de la enzima se vio estimulada por el ca**
en el intervalo de concentracién en donde fue observada 1la
inhibicién de la respiracién. Los datos sugieren que el cation
debe producir sus efectos a otro nivel, posiblemente bloqueando el
paso de nucledtidos de adenina, como ha sido propuesto por
Gémez-Puyou y Cols. (11).

Si bien el lugar exacto de 1la accidn del calcio en los
procesos esteroidogénicos aun no es conocido, es probable que
pudiera influir la liberacién del colesterol por la mitocondria
(12). También se puede sugerir que en la mitocondria de la
placenta exista un mecanismo mediade por Caz+, diferente al
postulado para el AMPc, que es capaz de estimular la

transformacién del colestercl en progestrona.
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VII CONCLUSIONES

Del estudioc de esta tesis obtenemos que:

1. La respiracién en MPH puede ser inhibida
significativamente dentro del rango fisiolégico (0.1 a 1.0 pM) por
efecto del ca®’.

2. La biosintesis de P4 en MPH pudo ser estimulada aunque
s6lo transitoriamente a 500 nM de Ca’, cuando el efecto de este
catién en la respiracién estuvo presente.

3. La presencia del ng' disminuye la velocidad respiratoria
a bajas concentraciones del catién en el intervalo 1 a 100 nM de

Ca=+. y también es claro que desaparece el estimulo en 1la

bios{ntesis de P4. Por todo esto, se sugiere que el Mg**
interfiere con los efectos causados por el ca®* en estas funciones
mitocondriales.

4. Al segmentar la cadena de transporte de electrones algunos
fragmentos son estimulados vy en otros no se presenta una
inhibicién significativa que pudiera ubicar un posible sitio de
actividad del c¢a®'. Por lo que se sugiere que el catién no actua a
este nivel de la cadena y se abre 1la posibilidad de que su
participacién ocurra a otro nivel.

5. Al ser estimulada la actividad de ATPasa directamente por
el Caz', se sugiere que indirectamente la actividad de sintesis de
ATP no se ve afectada y por lo que se plantea que tampoco es a

este nivel un posible sitio de actividad del catién.
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