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Abreviaturas.

ABREVIATURAS.

.. Adenin nucleétidos.

.. Adenin difosfato.

.. Adenin trifosfato.

.. AlbGmina sérica de bovino.

.. Proteina fijadora de calcio.

.. Carboxiatractildsido.

.. Control respiratorio mitocondrial.

.. 2’,4’-dinitrofenol.

.. Desoxicolato.

.. Etilendinitrilotetracetato disédico.

.. Acido etilenglicol~bis-(f-aminocetil éter)-N,N’
tetracético.

... Proteina fijadora de calcio en placenta
humana.

.. Constante de disociacién.

.. Constante de inhibicién.

. Constante de Michaellis-Menten aparente.

.. Acido morfolinopropane sulfénico.

.. Mitocondrias de placenta humana.

.. Nicotin adenin dinucledtido oxidado.

.. Nicotin adenin dinucledtido fosfato oxidado.

.. Nicotin adenin dinuclebétido reducido.

.. Fosfato inorgénico.

.. Paratohormona.

.. Acido tricloroacético.

.. Tris(hidroximetil) aminometano.

. Velocidad m&xima aparente.

..... Potencial de la membrana interna mitocondrial.

—Da.. Vitamina D..

«evs+. Diferencia de pH a través de la membrana

interna mitocondrial.
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Resumen.

RESUMEN.

La regulacidén de 1la actividad de 1las deshidrogenasas
intramitocondriales por el calcio es un hecho que ha sido bien
demostrado, por lo que se ha propuesto que las mitocondrias, mas
que regular la concentracién de calcio en el citosol, regulan su
propia concentracién. Sin embargo, el calcio podria intervenir en
otros procesos asociados a la mitocondria. Por ejemplo, hemos
observado que el calcio estimula la sintesis de progesterona e
inhibe la respiracidén en las mitocondrias de la placenta humana.
Dada la importancia de éste catién en la fisiologia mitocondrial,
en este trabajo estudiamos el mecanismo de transporte del calcio
en las mitocondrias de placenta humana a término, mediante el
emplec de mitocondrias con bajo contenido de calcio.

Al medir 1la captacién de ca®® mitocondrial con el indicador
metalocrémico Arsenazo III, observamos que el fosfato y el ADP
aumentaron el transporte del ién. Por otro lado, el oxalato no
provoca cambio algino. Al estudiar el transporte de calcio
radiactivo se obtuvieron resultados gque muestran que el medio en
el cual se lleva a cabo determina de manera importante la cinética
del nmismo. En uﬁ medio con KCl, la Kmapp fue de 111.833 uM y la
Vmaxapp de 61. 230 nmolas/mg/min. Se estudié 1la naturaleza del
transportador por medio del rojo de rutenio, inhibidor especifico
del uniportador de calcio en otros sistemas mitocondriales. Por

Gltimo se estudié el efecto del transporte de Ca;‘)+ sobre el Ay de



Resumen.
las mitocondrias por medio del indicador metalocrémico Safranina
0, y sobre el estado de reduccidn de los piridin nuclebétidos, que
se relaciona con la capacidad mitocondrial para retener al ca?"t.
Se observd una clara dependencia del transporte con respecto al Ay

y de la retencién del ca®’ al estado reducido de 1los piridin

nucledtidos.
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Introduccion.

INTRODUCCION.

La placenta es un o6rgano transitorio encargado de llevar a
término el desarrollo gestacional en los mamiferos. Existen
variaciones en la estructura de la placenta dependiendo de 1la
especie de mamifero a la que pertenece. De acuerdo con el arreglo
de las diferentes capas celulares que presenta, ésta se ha
clasificade en: epicoridnica, sindesmocoriénica, endocoriénica,
hemocoriénica, etc (1). La placenta humana pertenece al tipo
hemocoridénico, en donde el epitelio uterino es degradado, lo que
permite un contacto intimo entre el flujo sanguineo materno y el
epitelio de la placenta.

La morfologia de la placenta humana es discoidal, con un
promedio de 20 cm de diametro y 3 cm de espesor en la parte
central; su unidad funcional es el trofoblasto, con
caracteristicas sinciciales, y con un arreglo vascular gque forma
vellosidades, constituidas por dos capas celulares denominadas
sinciciotrofoblasto y citotrofoblasto (fig. 1), gque rodean al
capilar fetal (1); es en esta estructura en donde se lleva a cabo
el transporte selectivo de nutrientes, a corriente Y
contracorriente, entre el flujo sanguineo fetal y el materno (2).

La placenta tiene la capacidad de sintetizar hormonas
proteicas (gonadotropina coridnica, somatomamotropina coridnica y
tirotropina coriénica) y esteroideas (pregnenolona, progesterona,

dehidroepiandrosterona, androstenediona, l6a-hidroxiandrostenedio-
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Introduccion.
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Fig.1. DIAGRAMA DE UN CORTE TRANSVERSAL DE LA PLACENTA
HUHANA. EL FLUJC SANGUINEQ MATERNO ENTRA AL ESPACIO INTERVELLOSO A
TRAVES DE LAS ARTERIAS ESPIRALES; EL FLUJO SANGUINEO FETAL ENTRA A
LA VELLOCIDAD A TRAVES DE LA ARTERIA Y LA VENA UMDILICAL, Lo QUE
PERMITE EL TRANSPORTE DE NUTRIENTES Y DESECHOS ENTRE LA HADRE b 4 EL
FETO. DONDE SE INDICA, v, VELLOCIDAD; ae, ARTERIAS ESPIRALES; o1,
ESPACIO INTERVELLOSO; m, HIOMETRIO; e, ENDOMETRIO =DECIDUA-; he,
HOJA CORICONICA; cu, CORDON UMBILICAL; cc, CARA CORIONICA DE LA
PLACENTA; cb, CARA BASAL DE LA PLACENTA; -1 CUERPQ DE LA PLACENTA.
EL ASTERISCO MUESTRA UNA REGION DE LA VELLOCIDAD HARCADA EN UN

RECUADRO QUE SE MUESTRA EN LA FIG. 2.

na, estrona y estriol), proteinas especificas, glucoproteinas
(Bi~glicoproteina, B-globulina fijadora de esteroides) y enzimas
(fosfatasa alcalina, diamina oxidasa, L-cistina aminopeptidasa, y
renina), que pueden modificar el metabolismo tanto del feto como
de la madre (3, 4).

De las hormonas esteroideas, la progesterona es importante en
el mantenimiento del embarazo. En condiciones normales, su

sintesis estd entre 250-800 mg en 24 horas en el Gltimo trimestre
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Fig.2. DIAGRAMA DE UN CORTE TRANSVERSAL DE UNA VELLOCIDAD DE
PLACENTA HUMANA. POR SIMPLICIDAD SOLO SE MUESTRA un CAPILAR FETAL.
LA CIRCULACION FETAL Y MATERNA ESTAN SEPARADAS POR LAS
MICROVELLOCIDADES Y EL ENDOTELIO DEL CAPILAR FETAL. ESTAS CAPAS
CELULARES CONSTITUYEN LA BARRERA DE TRANSFERENCIA DE NUTRIENTES bE
LA PLACENTA. DONDE SE INDICA, v, VELLOCIDAD; 8,
SINCICIOTROFOBLASTO; c, CITOTROFOBLASTO; ei, ESPACIO INTERVELLOSO;
mt, MICROVELLOCIDADES DEL TROFOBLASTO; mbt, HEHBRANA BASAL DEL

TROFOBLASTQ; 1b, LAMINA BASAL; ecf, ENDOTELIO DEL CAPILAR FETAL;
cf, CAPILAR FETAL. )

del mismo (5). Aungque su sitio y mecanismo de accién no se conoce,
su ausencia provoca el aborto esponténeo del producto (6).

La placenta ademds de sintetizar compuestos de diversa
naturaleza tiene 1la caracteristica de poseer un transporte
selectivo uni y bidireccional de nutrientes; aunado é esto, es la
Gnica zona de intercambio entre el feto Y la nmadre,

constituyendose asi como una barrera selectiva entre ambos.
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Introducclion.

De entre los diferentes transportes que la placenta realiza,
los més estudiados son aquellos relacionados con los siguientes
nutrientes: carbohidratos, amino&cidos, 1lipidos e iénes. E1
transporte de los principales compuestos de cada grupo se describe
en sequida:

carbohidratos. De estos, la glucosa que ademés de
proporcionar energia, tiene como papel el aportar al feto el
esqueleto carbonado necesario para la sintesis de otras moleculas
(7), se transporta por difusién facilitada (8-11). Estudios sobre
el gradiente de glucosa en el segundo trimestre del embarazo,
muestran que el transporte se incrementa conforme avanza el
desarrollo fetal (12). De la glucosa que llega a la placenta, el
60 - 80% se degrada en el trofoblasto a través de la glucédlisis,
hasta lactato. Esta via metabdélica es 1la principal fuente de
obtencién de energia en este érgano.

Aminoacidos. Los aminodcidos neutros son transportados por 3
de los 6 sistemas de transporte descritos para otros tejidos (13).
Estos sistemas son A (alanina), L (leucina) y ASC (alanina, serina
y cisteina). En conjunto, los tres sistemas transportan glutamina,
alanina, glicina, prolina, serina, treonina, leucina, isoleucina,
valina y fenilalanina (1). El resto de 1los aminoacidos, con
excepcién del glut&mico que es acumulado en la placenta, son
transportados por difusidén facilitada (7, 14-16).

Lipidos. Se ha reportado que 1los &cidos grasos 1libres son

tranportados a través de la placenta por difusién simple (1). E1l

-7-



Introducclon.

colesterol se transporta casi exclusivamente en particulas
lipoproteicas (17) de la madre al feto, por medio de endocitosis
mediada por receptores para lipoproteinas de baja densidad. La
concentracién total de colesterol en el plasma materno es 4 veces
mayor que en el plasma umbilical a término (1), lo que sugiere que
el colesterol es retenido por la placenta donde es utilizado en la
sintesis de hormonas esteroideas, particularmente progesterona (3,
4).

Iones. Los aniénes y catidénes son transportados a través de
la placenta de manera selectiva, dependiendo de las necesidades
fetales. Existe un transporte pasivo de iones tales como el Cl~

+ (1), Ca2+

(18) y el Na® (1) y un transporte activo de k' (19), Li
y Pi” (20, 21). Entre estos, el ca?t es particularmente vital y
necesario en la formacién del esqueleto, el mantenimiento de la
funcién neuromuscular y la homeostasis de 1los mecanismos de
coagulacién fetal (22). Durante el desarrollo gestacional, el feto

2+

acumula Ca de manera progresiva y asintética (19, 23, 24),

registrédndose en el segundo mes de vida del producto, 0.032g de

2+

Ca elemental y al octavo 20.4 g (25).

El transporte de ca’t a través de 1la placenta es
bidireccional, con un transporte neto dependiente de ATP hacia el
feto (1). No se sabe si el Ca2+ atravieza la placenta en un estado
libre, secuestrado en vesiculas o unido e interiorizado en

receptores de membrana plasmatica (26). Sin embargo, algQn

mecanismo de control debe de existir en este 6rgano para que el
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Introduccion.

transporte de ca®?? sea en direccién materno~fetal. AGn més, 1la
presencia de este mecanismo de control se ve reforzada por el
descubrimiento de un transporte activo de ca®’ catalizado por dos
ATPasas, una de baja y otra de alta afinidad, localizadas en 1la
membrana celular del trofoblasto (23). Ademas de estas enzimas, se
ha identificado, por técnicas inmunohistoguimicas, una proteina
citosélica en el trofoblasto, capaz de unir especificamente ca®*
(22), de manera similar a como lo hace 1la calmodulina. El
descubrimiento de estas proteinas y su posible relacién con el
transporte de Ca2+, sumado al transporte masivo del idén en la
placenta, sugieren que el control de 1la transferencia de ca®t
probablemente se encuentre en el lado fetal de la misma (23).

Los estudios de microscopia electrénica en la placenta humana
han nostrado que el ca?? se distribuye preferentemente, como en
otras células, en el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y en
las mitocondrias (27), por lo que se ha propuesto para estos
orgénulos, un papel regulador de 1la concentracidén de ca®t
citosbélico. Esto se debe a que el ca®?t a nivel intracelular tiene
como funcién regular una amplia variedad de actividades celulares,
gque incluyen el movimiento y divisidén celular, secrecidn,
endocitosis, transmisién sindptica, contractilidad, funcién del
citoesqueleto y metabolismo intermedio, el ca?t actGa ademds como
segundo mensajero de ciertas moléculas extracelulares (28). Por lo

tanto la concentracién de éste catién debe ser finamente regulada.

s = 2+ - :
Aungque la concentracién de Ca en las células, suponiendo que se

-9.-



Introducclon,

encuentra en estado libre, es similar a la concentracién del

3 +

calcio extracelular (=10 ° M), la concentracién de ca®’ 1ibre en

el citosol es mds de mil veces inferior (s10 '

M), ya que la mayor
parte del Ca2+ en las células estd unido a otras moléculas o
secuestrado en los orgé&nulos arriba mencionados (29).

A nivel subcelular, el ca?t

también es un regulador
importante de diversas vias metabdlicas. En las mitocondrias, el
ca®t modula la actividad de dos deshidrogenasas del ciclo de Krebs
(la isocitrato deshidrogenasa y 2-oxoglutarato deshidrogenasa) y
de la piruvato deshidrogenasa, las cuales se ven afectadas por
cambios en 1la concentracién de ca®’ libre intramitocondrial
(30-32).

Las mitocondrias de placenta humana a término (MPH), tienen,
al igual gue otros sistemas mitocondriales, la capacidad de
sintetizar ATP a través de la cadena clasica de transporte de
electrones, caracterizada por 1la suceptibilidad por rotenona,
antimicina y cianuro (33). Sin embargo, la fosforilacién oxidativa
de estas mitocondras es lenta en comparacién con la de
mitocondrias aisladas de otras fuentes (34, 35). La baja actividad
de la fosforilacién oxidativa puede ser causada por 1la anoxia
relativa a la que el tejido se expone durante el trabajo de parto
(36) . Sin embargo, no se descarta la posible influencia que
pudieran tener las altas concentraciones de hormonas esteroideas
sobre la fosforilacién oxidativa (35, 37), ya que se ha observado

que inhiben la fosforilacién en otros sistemas mitocondriales.

~10-



Introducclon,

Otra caracteristica importante de las MPH en comparacién con
las mitocondrias de otros tejidos esteroidogénicos, es la
naturaleza de los sustratos que pueden ser utilizados para formar
equivalentes reductores; por ejemplo, el glutamato y glicerol
3-fosfato son oxidados por las MPH pero no mantienen la
respiracién de las mitocondrias de la corteza adrenal de cerdo
(38).

Ademds de la formacidén de ATP, las MPH también utilizan
oxigeno y agentes reductores para la biosintesis de progesterona a
partir del colesterol (33, 39, 40) a través de un sistema de
transporte de electrones alterno (33,41,42) constituido por una
flavoproteina, una proteina fierro-azufre y un citocromo P450
(41-43). Es este citocromo el que lleva a cabo la transformacién
de colesterol a pregnenolona (33, 44).

Por ultimo, las MPH presentan una elevada concentracién de
colesterol en la membrana interna (30 ung/mg de proteina
mitocondrial en comparacién con 5 ug/mg en las mitocondrias de
higado de rata; 45) que podria rigidizar la membrana
considerablemente, restringiendose la capacidad catalitica de las
proteinas de membrana.

Durante algln tiempo se postuld que el transporte de Ca2+
mitocondrial estaba relacionado con la regulacién fina del catién
a nivel citosélico (46-49). Sin embargo, se ha demostrado que el
reticulo endo(sarco)plésmico y la membrana plasmatica contribuyen

en la regulacién del ca?t citosélico en mayor medida gque la

-11-



Introduccion,

mitocondria (30, 50, 51). Si bien es cierto que la mitocondria, en

condiciones de alto contenido de ca?” citosélico, puede almacenar

. + . .
grandes cantidades de ca® en su matriz sin alterar su

concentracién iénica, debido a la acumulacién simulténea de Pi, y
la formacidén de precipitados de cristales de hidroxiapatita (51,
52), éste proceso se realiza en un periodo de tiempo de minutos;
por esto, la mayor importancia del transporte de ca®t en 1as

mitocondrias es la de regular su propia concentracién y no la del
citosol.

El ca®t es transportado en las mitocondrias de mamiferos a
expensas del potencial de membrana generado por la respiracidn, o
en condiciones experimentales, por la hidrdlisis del ATP (53).
Este transporte no es inhibido por la oligomicina, lo que sugiere

gque la ATPasa no participa directamente. Por otra parte, durante

+

el transporte de ca®’ la fosforilacién del ADP no ocurre (54), lo

+

que indica que el transporte de ca®t tiene prioridad sobre 1la

fosforilacién del ADP para el uso de la fuerza protdn motriz.
Se ha reportado que el transporte de Ca2+ se favorece en

presencia de otras moléculas como el Pi, el cual restablece el ApH

2+

que se modificé por la entrada de Ca y la salida neta de

protones a través de la cadena respiratoria (55). Ademds, como se

2+

menciond, el Pi ayuda a almacenar Ca en la matriz mitocondrial

en forma de cristales de hidroxiapatita.
Por otra parte se ha reportado gue el oxalato aumenta el

2+ . . s
transporte de Ca en las mitocondrias, formando de manera similar

~12-



Introduccion.

a la accidn del fosfato, la sal de oxalato de calcio (54).
Vasington y Murphy (56), han reportado gque el ATP o ADP son
moléculas que también facilitan el transporte de ca??. Estos
nucledtidos favorecen la precipitacién de 1los cristales de
hidroxiapatita, y al igual que el Mg2+, evitan el deterioro
estructural de la mitocondria. De igual manera, se ha reportado
que el ATP o el ADP, en combinacién con el Mg2+, son capaces de

restaurar el Ay colapsado por la accidén del ca?t

y el Pi dentro de
la mitocondria (56-58).

Chavez y Jay (59), demostraron due los adenin nucleétidos
podrian estimular a la malato deshidrogenasa, lo que favoreceria
la reduccidén de los piridin nucledtidos mitocondriales evitando la
salida del ca®' acumulado por la mitocondria (60, 61). Lehninger
(60) reportd gque la oxidacién de 1los piridin nucledétidos se

o s N 2+
acompafia de una salida masiva de Ca

de la mitocondria; por otro
lado, la reduccidén del NAD+ es seguida de una recaptura de Caa+.
Es importante hacer notar gque las mitocondrias durante 1la
oxidacién del NADH permanecen energizadas (60), por lo que 1la
liberacién de ca®* no se puede atribuir a un efecto indirecto
sobre el transportador debido a un colapso del Ay (54).

Las investigaciones en otros sistemas mitocondriales revelan
que la naturaleza del transpoftador de ca®’ es un uniportador
(53). Este uniportador que est& presente en casi todos los tipos

de mitocondrias muestra las siguientes caracteristicas: 1) es de

baja especificidad, ya que puede transportar sr®* en proporciones

-13-



Introduccion.

relativamente altas en condiciones especiales (62-65), 2)
dependiente del Ay para su actividad, siendo la fuerza protén
motriz utilizada para llevar a cabo el transporte de Ca2+, 3) se
inhibe por lantanidos (53, 66-71) y por rojo de rutenio, un
complejo inorgénico hexavalente de rutenio (72), que inhibe con
alto grado de especificidad al uniportador (68, 73, 74) de forma

no competitiva con una Ki de 3 x 107®

M en el caso de las
mitocondrias de higado de rata (66, 68, 74,).

El Mg2+, en concentraciones citosdlicas, interactua con el
uniportador y disminuye su actividad (53), por lo que se le
considera como un regulador natural del transporte de ca®t a nivel
celular.

Existen, sin embargo, una variedad de posibles mecanismos
para explicar el sistema de transporte de Ca2+, entre los que se
encuentran, ademds del uniportador, un antiportador de Ca”/H+
(75), un simportador de (Caz)“-HPoi— (76, 77) y otro de
Ca2+-—[3-hidroxibutirato (78). Estos tres ultimos mecanismos son
termodinédmicamente equivalentes (72). Por otra parte, se ha
calculado la acumulacién -de ca®t en el equilibrio para los
mecanismos propuestos, encontrandose que el mas eficiente es el
uniportador (79).

Datos preliminares de éste laboratorio indican que el Ca2+
estimula la sintesis de progesterona mitocondrial y al mismo
tiempo inhibe la cadena respiratoria. Estos resultados sugieren

2+

que el Ca podria regular el metabolismo mitocondrial en la

~14-



Introduccion.

placenta humana a término.

En este trabajo se estudia y caracteriza la cinética del
transporte de Ca2+ en MPH, asi como el efecto del Pi, adenin

nucledtidos, oxalato y rojo de rutenio sobre dicho transporte.

Ademas se estudid el efecto del transporte de Ca2+ sobre el Ay y

la relacidn oxido-reduccidén de los piridin nucledtidos.

-15-



_Metodos.

METODOS.

Aislamiento de mitocondrias de placenta humana.

Las mitocondrias se obtuvieron de placentas humanas a término
procesadas dentro de 1los primeros 40 minutos después de su
expulsién. El tejido se mantuvo en bafio de hielo, y se lavd con
250 mM de sacarosa, 1 mM EDTA, pH 7.3 (medio A) para eliminar el
exceso de sangre. Después se separaron los cotiledones y se
cortaron en trozos pequefios, homogenizéndolos de manera controlada
en dos pulsos, uno de 30 segundos y otro de 1 minuto en un
Polytron Brinkmann Instruments a 3,000 revoluciones/minuto, en 850
ml de medio A, a 4°C. El homogenado se filtré y el pH se ajusté a
7.3 con Tris base. Posteriormente se centrifugé a 1,250 X ¢
durante 15 minutos. El1 sobrenadante se recuperd y se centrifugé a
10,250 X ¢ por 10 minutos. El1 precipitado conteniendo a las
mitocondrias, se resuspendid en 15 ml de medio A y se centrifugd a
1,250 X @ durante 4 minutos. Finalmente el sobrenadante se
centrifugé a 11,220 x ¢ por 10 minutos (80). Las mitocondrias se
resuspendieron en el menor volumen posible y se mantuvieron en

hielo.

Cuantificacion de proteina mitocondrial.
La concentracién de proteina mitocondrial se determiné por el
método de Lowry y cols (81l), empleando albGmina sérica de bovino

(BSA) como referencia.

-16-



Hetodos,

Determinacion del consumo de oxigeno de las MPH.

A las MPH, se les determind polarogridficamente, el consumo de
oxigeno con un electrodo tipo Clark en un medio que contenia 10 mM
Pi, 10 mM succinato-Tris, 10 mM Mg2+, 1 mM EGTA y 0.2 % BSA,
suplementado con medio A para completar 3 ml, a un pH final de
7.3. La respiracién se estimuldé con la adicién de 300 nmolas de
ADP. La temperatura fue de 20°C y una concentracién de proteina

mitocondrial de 1 mg/ml de medio.

Obtencion de MPH con bajo contenido de ca®*.

Para estudiar el transporte de Ca2+, se emplearon
mitocondrias con bajo contenido del ién, las cuales se obtuvieron
después de incubar a las MPH en diferentes medios que contenian:

i) 2 mM EGTA, 0.2% BSA.

ii) 2 mM EGTA, 0.2% BSA, 4 mM Mg>¥,

iii) 2 mM EGTA, 0.2% BSA, 2 mM ADP.

iv) 2 mM EGTA, 0.2% BSA, 2 mM ATP.

v) 2 mM EGTA, 0.2% BSA, 4 mM Mg2t, 2 mM ATP.
vi) 2 mM EGTA, 0.2% BSA, 2 mM Mg2', 2 mM ATP.

Después de 15 minutos de incubacién a 4°C con agitacién
constante, las mitocondrias se recuperaron por centrifugacién a
11,220 x ¢ por 10 minutos vy se cuantificé el ca?t
intramitocondrial precipitando a las MPH con &acido tricloroacético

(TCA) al 30%, separando las proteinas mitocondriales

desnaturalizadas por centrifugacidn, se neutralizd el sobrenadante
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con KOH y se cuantificdé la concentracién de ca?”t por medio del
indicador metalocrémico murexida (82), en el siguiente medio: 100
mM KCl, 20 mM MOPS, pH de 7.2. El ensayo se realizé en un

espectrofotémetro Beckman DU-70 a 540-507 nm. Se utilizé como

control del ensayo, la cuantificacién del contenido de ca®t ae
las mitocondrias de higado de rata.
Determinacion del transporte de Ca2+ en MPH.
+

Las condiciones 6ptimas para un mayor transporte de ca®’ se
determinaron en presencia del indicador metalocrémico arsenazo III
(59,82), en un espectrofotdmetro Aminco DW 2A a 685-675 nm en un
medio gue contenia 250 mM sacarosa, 10 mM succinato~Tris, 10 mM
acetato-Tris, 10 mM HCl-Tris y 10 mg rotenona con un pH final de
7.3 (59). La concentracidén de proteina fue de 1 mg/ml de medio.

Para determinar la cinética del transporte, se incubaron las
MPH (1 mg/ml de medio) con diferentes concentraciones de ca?t
radiactivo en los siguientes medios:

Medio B) 250 mM sacarosa, 10 mM succinato-Tris, 10 mM
acetato-Tris, 10 mM HCl-Tris y 10 mg de rotenona, con un pH final
de 7.3.

Medio C) 125 mM KCl, 10 mM succinato~Tris, 10 mM
acetato-Tris, 10 mM HC1l-Tris y 10 mg de rotenona, con un pH final
de 7.3.

Para determinar el transporte se utilizé un sistema de

filtracién en membranas de Millipore (0.45 um). La reaccién se
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inicio al adicionar las MPH y se tomaron alicuotas de 100 pul de
la suspensién de mnitocondrias a diferentes tiempos, dque se
filtraron y lavaron con 10 ml de CaClz2 100 mM o de LaCls 1 nM,
para eliminar la unién inespecifica de ca®" a 1a mitocondria. Los
parametros cinéticos se obtuvieron por medio del programa Simplex,
ajustando los datos a la ecuacidén de Michaellis-Menten.

A los diferentes medios empleados en los experimentos
descritos, se les elimind el ca?’ contaminante al pasarlos por una
recina de intercambio denominada Chelex-100; 1la concentracién

+

final del ca® que fue aproximadamente de 15 uM, se cuantificé en

un espectrofotémetro Aminco DW 2A utilizando Arsenazo III.

Inhibicion del transporte por rojo de rutenio.

El efecto de rojo de rutenio sobre el transporte de ca®t se
ensayd con ca?? radiactivo en el medio C. Se utilizaron diferentes
concentraciones de rojo de rutenio en el orden MM con una
secuencia creciente de concentracién de Ca®’. Se tomdron alicuotas
de 100 pl de la suspensidn de mitocondrias a diferentes tiempos y
se continuo con el proceso descrito para el estudio de la cinética

del transporte de ca??.

Efecto del transporte de ca®t sobre el AY.
El efecto del ca®’ sobre el AY se estudid por medio del
indicador metalocrémico Safranina O en un espectrofotémetro Aminco

DW 2A a 533-511 nm (83) en el medio C. La concentracién de ca?t en
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cada adicién fue de 100 nmolas. La concentracidn final de proteina

mitocondrial fue de 1 mg/ml.

Efecto del transporte de ca®t sobre el estado final de oxido
reduccion de los piridin nucleotidos.

El efecto del transporte de Ca2+ sobre el estado de
oxido-reduccidén de los piridin nucledtidos, se estudidé usando un
espectrofotémetro Aminco DW 2A a 370-340 nm (59) en el medio C. La
concentracién de ca?’ en cada adicién fue de 100 nmolas. La

concentracién final de proteina mitocondrial fue de 1 mg/ml.
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RESULTADOS.

El efecto del ATP, ADP, Mg?*’ EGTA y BSA sobre el contenido de

ca?t Yy los parametros bioenergéticos de las MPH se muestran en la
Tabla I. Se puede observar que las MPH incubadas con el medio
"jy", que contiene 2 mM EGTA, 2 mM ATP, 2 mM Mg®t y 0.2 % Bsa
tuvieron la menor concentracién de caZt intramitocondrial, (23.0
nmolas/mg) con una disminucién del 56.2% comparado con el control.

Por otro lado, el control respiratorio (CR) mejoré con la

. < +
reduccién del ca?

intramitocondrial, elevandose de 3.83 a 5.7.
Sin embargo, el consumo total de oxigeno se incrementd de 116 a
462 nat g oxigeno/mg/min, por lo que la relaciédn P:0 disminuyé de
1.81 a 0.65.

Las MPH con bajo contenido de ca®?t

intramitocondrial se
utilizaron para caracterizar el transporte de este ién. En los
experimentos de la figura 3 se estudidé el efecto del ADP, Pi y
oxalato sobre el transporte, ya dque se ha reportado que 1la
presencia de estos en el medio de incubacién favorece el
transporte de Ca2+. En la figura como se puede observar, la
presencia de 3.3 mM Pi y 0.2 mM ADP favorecen el transporte de
ca?t (trazo d) en relacidén al control (trazo a). Sin embargo, cabe
hacer notar que la adicibén de ADP o Pi por separado (trazos b y c
respectivamente), no modifica significativamente el transporte de
24

Ca cuando se compara con el control, por lo gue se puede

concluir gque tanto el Pi como el ADP se requieren para favorecer
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TABLA I.

Efecto de la presencia de, EGTA, BSA, ATP, ADP y Mg2+
en el contenido de Ca intramitocondrial y en
los parémetros bioenergéticos de las MPH.

MEDIO\ PARAHETRO. EDD 3 EDO 4 CR cous.o;. ®:0 tcar®
Control 49.30 12.86 3.83 116.0 1.81 52.50
0.2% BSA,2mM EGTA 60,00 12.44 4.82 374.0 0.66 46.01
0.2% BSA,2mM EGTA 106.67 22.65 4.71 468.0 0.64 64.6
4mM qu*

0.2% BSA 2mM EGTA 80.95 21.65 3.74 255.0 1.18 43.89
2mM ADP

0.2% BSA,2mM EGTA 97.67 24.33 4.01 492.,0 0.51 43.22
2mM  ATP

0.2% BSA,2mH EGTA 104.67 26,00 4.03 420.0 0.72 39.63

2+
2mHd ATP, 4mM Mg

0.2% BSA,2mM EGTA 53.30 9.33 5.70 462.0 0.65 23.00

2+
2mM ATP, 2mM Mg

-
nat g Oxigeno/mg/min

e
nmolas,

el transporte de ca®t, por otra parte, la adicién de 3 mM de
oxalato a las MPH no modificé 1la velocidad del transporte

(trazo e). En todos 1los casos, 1la 1liberacién de ca®t  como
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DHP
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Fig.3. EFECTO DEL Pi, ADP Y OXALATO S0BRE EL TRANSPORTE DE
CALCIO EN LAS HPH. a) CONTROL. LAS HPH FUERON INCUBADAS EN EL
MEDIO B DESCRITO EN HETODOS; L0S TRAZOS SE REALIZARON EN PRESENCIA

DE b) 0.2 mM DE ADP, ¢) 3.3 mH DE Pi, d 0.2 mM ADP/ 3.3 mM Pi, e)
3 mH DE OXALATO, f) 0.2 mM ADP/ 3.3 mM Pl/ 3mM  OXALATO. EN  DONDE
SE MUESTRA MIT, MITOCONDRIAS; DNP, 2,4’ ~DINITROFENOL; poc,
DESOXICOLATO.
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Flg.4. YELOCIDAD DEL TRANSPORTE DE CALCIOD EN HPH INCUBADAS EN
EL MEDIOQ B DESCRITO EN HETODOS. LAS CONCENTRACIONES DEL 1o SON

(O) 10 mx, (e) 30 mM, (f) so =M, (w) 75 =M ¥ (A) 100 mH.

resultado de la adicién del desacoplante 2/,4’-dinitrofenol (DNP),

sugiere gue los cambios observados en la absorvencia del Arsenazo

III se deben al transporte del catién y no a una fijacién

inespecifica, mientras gue la adicién de desoxicolato de sodio

(DOC), un detergente qgue desorganiza la membrana, muestra la

s 2 +
concentracién total de ca? presente.

con base en estos resultados se determinaron las

caracteristicas cinéticas del transporte de Ca2+, con el enmpleo de

un medio suplementado con 3.3 mM Pi y 0.2 mM ADP. En la figura 4

+ . : s
se muestra el transporte de ca’® radiactivo en el medio B,
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Fig.S5. VELOCIDAD DEL TRANSPORTE DE CALCIO EN MPH INCUBADAS EN
EL MEDIO c DESCRITO EN METODOS. LAS CONCENTRACIONES DEL 10N SON
(@) 20 wmy, (A) 60 mH, (X) 100 mM, (v) 200 wmH, (®) 400 mM ¥

(§) soo mn.

suplementado con sacarosa, debido a gque en presencia de esta
molécula se determind el consumo de oxigeno, el CR y la relacién
P:0. Como se puede observar, el transporte no parte de cero,
probablemente debido a la presencia de un transporte demasiado
radpido y compleijo. Sir; embargo, se muestra un aumento en 1la
cantidad total de ca?t transportado al incrementar la
concentracién del ién en el medio. Por otro lado, en la figura 5

+ s s .
se muestra gque el transporte de ca®’ en un medio con potasio y sin
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o 1o 200 300 4b0 6bo eb0 70O

[Ca**1 pM

Fig.6. CINETICA DEL TRANSPORTE DE CALCIO EN MPH, INCUBADAS EN
EL HEDIO c DESCRITO EN HETODOS. SE OBSERVA UN COMPORTAMIENTO DE
TIPO HICHAELIS-MENTEN, CON UNA Kmapp DE 111.83 mM Y UNA Vmaxapp
DE 61.23 nmolas Calclo/mg/minuto.

sacarosa, es lineal con respecto al tiempo hasta los 40 segundos y
parte de cero. En estas condiciones 1las velocidades que se
cbtienen a partir de las pendientes muestran una cinética de tipo
Michaelis-Menten con respecto a las concentraciones de Caz+
extramitocondrial. El1 lavado con 100 mM de Cacl2 o 1 mM de Lacla,
asegura dentro de un intervalo razonable, dque los resultados
obtenidos sean el producto del transporte del catién y no de 1la
fijacién inespecifica.

Sin embargo, se quiso descartar la presencia de un transporte

de ca?? independiente de energia. Para esto se midié el transporte
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Flg.7. EFECTO DEL INHIBIDOR ROJO DE RUTENIO EN EL TRANSPORTE

DE CALCIO. LAS MPH SE INCUBARON EN EL HEDIO c DESCRITO EN HETODOS.
SE PUEDE OBSERVAR UNA DISHINUCION DEL 97.1 % EN EL TRANSPORTE DE

CALCIO.

o fijacioén inespecifica de ca®” en las MPH en el medio B, sin
sustrato. Los resultados muestran que hay una captura de Ca2+ que
no depende de energia cuyo valor es solamente del 11% en relacién
con el transporte en presencia de sustrato (datos no mostrados).
Sin embargoe estos resultados no modifican la cinética del
transporte.

Con los resultados obtenidos se calcularon los parémetros
cinéticos del transporte de cat y su obtuvierén una Kmepp de

111.833 pM y una VmaXapp de 61.23 nmolas/mg/min (fig.6). Como se

puede observar, el transporte muestra una cinética de saturacién,
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Fig.8. EFECTO DEL TRANSPORTE DE CALCIO EN EL AY DE LAS MPH.

EL HEDIO DE INCUBACION ES EL c DESCRITO EN HETODOS. LA REACCION SE
INICIO CON LA ADICION DEL SUCCINATO. DONDE SE INDICA, Hit,
MITOCONDRIAS; Py, FOSFATO; ADP, ADENIN DINUCLEOTIDO, Succ,
SUCCINATO, Ca, CALCIO; cat, CARBOXTATRACTILOSIDO A UNA

CONCENTRACION FINAL DE 40 mM.

de tipo Michaelis-Menten.

De acuerdo con lo reportado, el rojo de rutenio inhibe el
transporte de Ca2+. En la figura 7 se observa que el transporte
disminuye en un 97.1% con 0.5 uM del inhibidor, sin embargo una

inhibicién' del 62 % se puede registrar a partir de una
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Flg.9. EFECTO DEL TRANSPORTE DE CALCIO EN EL ESTADO © FINAL

DE OXID0 REDUCCION DE Los PIRIDIN NUCLEOTIDOS EN LAS MPH. EL MEDIO
UTILIZADO FUE EL c DESCRITO EN METODOS. EL EXPERIMENTC SE INICIO
CON LA ADICION DEL CALCIO, SIENDO Su CONCENTRACION EN CADA PULSO
DE 100 nmolas. DONDE SE INDICA, Mit, HITOCONDRIAS; Suce,
SUCCINATO; ADP, ADENIN DINUCLEQTIDO; Pi, FOSFATO; CAT,
CARBOXIATRACTILOSIDO, CONCENTRACION FINAL DE 40 mM; Ca, CALCIO.

concentracidén de 0.05 uM, lo que sugiere que el acarreador de Ca2+
de las MPH es similar a los descritos en otros sistemas
mitocondriales.

Se ha observado que la entrada de ca®’ a las mitocondrias
produce una rapida disminucién del Ay seguida de una fase lenta de
recuperacién, como consecuencia del aumento de la actividad de la
cadena respiratoria. En la figura 8 se muestra el efecto de este
catién y del ADP sobre Ay de las MPH. Se puede observar que en
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presencia de ADP el Ay se disipa y recupera después de la adicidn

de 100 nmolas de ca?t

(trazo a), mientras que en ausencia del ADP,
el potencial se abate permanentemente con la misma adicién del
catidén (trazo b). El carboxiatractilésido (CAT), un inhibidor del
translocador de adenin nucleétidos, se utilizé para determinar si
el efecto del ADP se lleva a cabo en el interior mitocondrial o
era resultado de un efecto dquelante (trazo c¢). Los resultados
nuestran que en presencia de CAT y ADP el colapso del Ay sigue la
misma cinética que la del trazo b al afiadir 100 nmolas de ca?t. Lo
que sugiere gque el ADP ejerce su efecto en el interior
mitocondrial.

El efecto del transporte de ca®t sobre el estado de reduccién
de los piridin nuclebétidos se muestra en la figura 9. Como se
puede observar, en presencia de succinato, ADP y fosfato 1los
piridin nucleétidos se oxidan répido y se reducen lentamente con
cada adicién de ca®' (trazo a). En el trazo b se puede observar
que la presencia de ADP es necesaria para que los piridin
nucledtidos se reduzcan en presencia de Ca2+, ya dque en su
ausencia solamente se requieren dos pulsos de Ca2+ para que estos
no vuelvan a ser reducidos. Para saber el sitio en donde se lleva
a cabo el efecto del ADP, se empleo el CAT. En el trazo c se
muestra el efecto que tiene el CAT sobre el efecto del ADP en la
oxidacién de los piridin nucleétidos, observandose que la accién

del ADP es en el interior mitocondrial.
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos con las MPH incubadas en presencia
de EGTA, BSA, Mg2+ y ATP muestran que la disminucidn del contenido
de ca®’ intramitocondrial (de 52.5 a 23 nmolas/mg de proteina) se
asocia con un incremento del CR (de 3.83 a 5.7 nat g

24 . .
intramitocondrial

oxigeno/mg/min). Bajas concentraciones de Ca
podrian favorecer la estimulacidn de las deshidrogenasas del ciclo
de Krebs, y promover el consumo de oxigeno y la salida de protones
a través de la cadena respiratoria, lo que restableceria asi el Ay
(30-32). Aunado a esto, se debe considerar la eliminacién de
desacoplantes naturales de la cadena respiratoria, tales como los
Acidos grasos libres y los derivados esteroidogénicos (33) por la
adicién de la BSA durante la incubacidn de las MPH. Sin embargo,

2+ de

después del tratamiento para disminuir la concentacién de Ca
la matriz mitocondrial y eliminar los desacoplantes de la cadena
respiratoria, la relacién P:0 esté por debajo del valor tebrico
-que al utilizar el succinato como sustrato debe ser 2-, debido a
que el consumo total de oxigeno se incrementa. Para este fenémeno
aln no tenemos una explicacién. No obstante, se logrd obtener
mitocondrias con un bajo contenido de ca®* y un CR superior a 4,
lo que permitid realizar los experimentos de transporte de ca®t.
La determinacién de las condiciones 6ptimas para ensayar el

transperte de Ca2+ se hizo con el Arsenazo III, observandose que,

al igual que en otras mitocondrias, el Pi y el ADP mejoraron el
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transporte de Ca2+

hacia la matriz mitocondrial, posiblemente
debido a que el Pi ayuda en el almacenaije de ca®’ en la matriz Yy a
restablecer el ApH. Por otro lado, el ADP ademds de favorecer la
precipitacioén del complejo Pi—ca2+, estimula la cadena
respiratoria provocando la salida de protones de la mitocondria y
restableciendo asi, el Ay (63,64). Con la salida de protones de la
mitocondria se forma la fuerza proténmotriz (63-65), la cual, como

24

se ha reportado (64,65), se utiliza para transportar el Ca“ . Esto

se confirma por el efecto que tiene el desacoplante dinitrofenol
(DNP) en el transporte, al provocar una salida neta de Ca2+
mitocondrial.

Por otra parte, el oxalato no aumentd el transporte como se
ha reportado (54), posiblemente porgue no atravieza la membrana
interna mitocondrial. No obstante, el transporte maximo se observéd
en presencia de Pi y ADP. En estas condiciones experimentales, el

transporte de ca®t

radiactivo mostré un comportamiento que
dependidé de la presencia de sacarosa o KCl en el medio. Esto se
hizo evidente al observar que en el medio gue contenia sacarosa,
la velocidad del transporte no se ve modificada por 1la
concentracién de ca?t extramitocondrial; si bien es cierto que la
concentracién de ca?’ intramitocondrial aumenta, la velocidad de
transporte no, esto sugiere que en estas condiciones
experimentales el transporte muestra una cinética compleja. Sin

embargo, en el medio gque contenia KCl, el transporte fue lineal

con respecto al tiempo y la velocidad inicial dependié de las
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concentraciones de ca®' extramitocondrial. El efecto que tiene el
medio sobre el transporte de ca®t se podria deber a un fendédmeno de
osmolaridad. A este respecto, Brierley (84, 85) ha reportado gue
las mitocondrias depletadas de cationes divalentes presentan un
comportamiento diferente en relacién al grado de hinchamiento,
mostrando una disminucién del consumo de oxigenoc y del CR, segln
el medio en el que se encuentren (por ejemplo KCl en comparacién a
sacarosa). Este fendmeno se explicdé por 1la presencia de un
antiportador K+/H+ en la membrana mitocondrial (84-86), el cual
transporta K" tanto al interior como al exterior mitocondrial Yy
regula de este modo la osmolaridad mitocondrial. Sin embargo, un
efecto de carga generado por el k* también podria ser considerado
(59) .

En el caso particular de las MPH, en el medio que contenia
KCl, el transporte de ca®* muestra un comportamiento michaeliano,
lo que permite calcular sus parametros cinéticos. Se ha reportado
que los parémetros cinéticos para el transporte de Ca2+ en otros
sistemas mitocondriales puede presentar valores de Km entre 1-13
uM (52, 88) o 1-100 uM (63, 89), Yy una Vmax de 100-700
nmolas/mg/min (90, 91). Al comparar estos datos con 1los
presentados en este trabajo, se observé que en las MPH el
transporte de ca?t presenta una baja afinidad y capacidad de
transporte.

Al considerar las funciones del trofoblasto, el transporte de

+ . . . . s gt
ca® mitocondrial cobra una importancia fisioldégica. Como se
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menciond en la introducecién, el trofoblasto realiza un transporte

: 2+
masivo de Ca

de la madre al feto; sin embargo, poco se sabe
acerca del mecanismo de transporte transcelular del ca®t en 1la
placenta. Debido a esto, el modelo que en este trabajo se propone
para explicar dicho fendémeno es el que se ha descrito para rifién e
intestino. Este transporte se ha dividido en tres pasos: la
entrada de ca®t a la célula (para el caso del intestino es en las
células de borde de cepillo y en el rifién, a través del tGbulo
contorneado distal), su difusién a través de la célula y por
altimo, su salida por el lado opuesto a su entrada (84, 92).

La entrada de ca2+

a las células es a favor de su gradiente
electroguimico, pues su concentracién extracelular es de 1 a 3 mM
y la intracelular aproximadamente de 1 uM (1). Debido a que la
entrada de ca®' al interior celular es a favor de su gradiente, se
cree que lo hace por medio de un canal selectivo y no una bomba
(93, 94). Este canal es estimulado por 1la 1,25(0H)2—D3 en el
intestino y en el rifién por la PTH, la cual estimula la sintesis
de 1,23(OH)2—D3. Aungue el sitio de accién de la vitamina D, es
desconocido, se ha reportado que la calmodulina podria mediar su
efecto en el intestino (95, 96), ya que el transporte de Ca2+ se
puede bloguear al usar antagonistas de la calmodulina (95).

Una vez que ha entrado a la célula, el Ca2+ tiene dque
difundir a través de ésta acoplado a proteinas citosélicas, antes
de salir. En este sentido, se han reportado dos tipos de proteinas

. + : s
que unen de manera especifica al ca®": una proteina tipo aviano
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con un peso molecular de 28,000 y cuatro sitios de unién para el
ca2+, Yy una tipo mamiferiano con un peso molecular de 9,000 y dos
sitios de unién (97). La proteina tipo aviano, miembro de 1la
familia de la calmodulina, ha sido localizada en diversos tejidos
de mamiferos como rifidn, cerebro y placenta (98), Yy se ha
denominado CaBP. En el citosol, esta proteina se encuentra a una
concentracién de 0.15 mM y su distribucién es de manera
heterogénea, sin embargo se puede observar que su concentracién
aumenta en la parte basal y terminal de la célula (99, 100).
Kretsinger, et al (101) y Feher, et al (102, 103), han demostrado

*  inmediatamente

que la proteina CaBP es capdz de unir al ca®
después de su entrada a la célula y actuar como un acarreador del
mismo hasta llegar a la membrana basal, en donde es expulsado de
la célula por medio de un transporte activo.

+ de la célula intestinal es efectuado

La expulsién del ca®
por una ATPasa de ca?t Yy un intercambiador de Na+/Ca2+. No
obstante, parece ser dque la funcidn més importante del
intercambiador no est& relacionada con la expulsién del Ca2+, sino
con la regulacidn del flujo del Na© (104), dejando asi, a la
ATPasa de ca2” con el papel de expulsar al ca®" de 1la célula.

Esta ATPasa de Ca2+

tiene una Km de 0.5 uM en presencia de
calmodulina (84, 85) y una Vmax de 59 nmol Ca2+/mg/min (105). Su
localizacién en la membrana basolateral no ha sido discutida, pero
existen reportes de su actividad en la regién 1luminal de las

células epiteliales (106, 107).
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‘. +
Cerca de la membrana basolateral, la concentracién de ca®’ es

menor que en el resto del citoplasma, debido a la actividad de la
ATPasa de Ca2+; es entonces cuando el acoplamiento de la proteina
CaBP y la ATPasa de ca®’ se hace evidente. Al aproximarse, por
difusién la proteina CaBP a la zona del citoplasma gque tiene una
menor concentracién de Ca2+, tiende a liberar al Ca2+ unido,
incrementando asi la concentracién de Ca’’ en 1la proximidad de la
ATPasa de Ca2+, con lo gue se acelera la expulsién del catidn.

Cuando se utiliza el modelo descrito arriba para explicar el
transporte transcelular de ca®" en la placenta (fig 10), se supone
el siguiente esquema:

En la placenta, como en el intestino y rifidn, el transporte
de ca®t a1 interior celular se lleva a cabo a favor del gradiente
electroguimico del idén, debido a la diferencia de concentracién
del Ca2+ en las lagunas maternas (2.5 mM) y en el interior celular
(aproximadamente 1 pM). No se conoce, sin embargo, cual es el
mecanismo de entrada del catidén, aunque se ha sugerido gque se
lleva a cabo por medio de un canal selectivo gue utiliza el
gradiente electroquimico del ién para moverlo del exterior al
interior celular. Cuando el ca’’ entra a la célula, debe ser
capturado réapidamente para regular su concentracién, funcién que
realizan las proteinas fijadoras de ca®*. En 1a placenta se ha
identificado, ademés de la CaBP reportada para intestino, rifién y
cerebro, una proteina citoplésmica fijadora de ca®t  denominada

HCaBP (22). Esta proteina posee por lo menos 10 sitios de unién
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al ca®t con una Kd de 5 puM, y se localiza en Jlas vellocidades

coriénicas, las células trofobléasticas y en pequefias cantidades en
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la membrana amnidtica (22).

La HCaBP, de manera similar a la proteina CaBP de intestino,
tiene el papel de fijar al ca®" inmediatamente después de su
entrada a la célula y acarrearlo hasta la membrana basal, en donde
es expulsado. Tuan (22) ha reportado evidencias gque apoyan esta
hipétesis, ya que al utilizar anticuerpos contra la HCaBP se
produce una inhibicidén del transporte de Ca2+, esto sugiere que la
actividad de 1la proteina HCaBP interviene directamente en el
transporte de Ca2+ en la placenta.

Para la expulsidén del ca®t de 1a célula, se han reportado dos
tipos de ATPasas de ca?t en 1a placenta: una de baja afinidad, en
donde la Km va desde 99.7 uM (108), 130 uM (22) y 250 uM (109), y
con una Vmax de entre 1,150 nmolas/mg/min (109) y 1,540
nmolas/mg/min (108). La variacién en la afinidad reportada por los
diferentes autores puede deberse a las diversas metodologias
utilizadas para su aislamiento., Esta ATPasa de ca®t se localiza en
la membrana basal del sincicio y citotrofoblasto y se propone que
es la encargada de mantener el flujo de Ca2+ de la madre al feto.

El otro tipo de ATPasa de ca?* reportada es de alta afinidad,
con una Km de 18.3 nM y una Vmdx de 233 nmolas/mg/min (2108),
localizada en las membranas de borde de cepillo de la placenta.
Sin embargo, no se ha determinado su funcién fisioldgica en el
transporte de Ca2+ del trofoblasto.

Por otra parte, algunos orgé&nulos celulares también

desempefian un papel importante en el transporte transcelular de
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ca®t. purante el flujo de la HCaBP unida al Ca2+, desde el sitio

de entrada del ién, hasta el sitio en donde es expulsado de la
célula, el ca®t puede ser capturado o fijado por orgénulos gque
tienen constantes de unién para el ién relativamente altas, tales
como el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico, los lisosomas
y las mitocondrias. Estos organulos podrian actuar como obst&culos
para el flujo del catidén (94).

En este sentido, las constantes cinéticas del transporte de
ca® en 1las MPH, responden a una necesidad fisioldgica del
trofoblasto y de la misma mitocondria. Si la mitocondria tuviese
unos paréametros de transporte que reflejaran una mayor afinidad y
actividad cinética, ésta podria ser capaz de formar a su alrededor
un microambiente de menor concentracién de Ca2+, lo que originaria
gue la HCaBP liberara en esta zona al Ca2+ unido y no en 1la
vecindad de la ATPasa de Ca2+, siendo entonces el Ca2+ capturado
por la mitocondria. Esto daria lugar a dos fendmenos: por una
parte el flujo de Ca2+ a través de la célula se veria afectado, y
con éste, el aporte de ca®t requerido por el feto; por otra, el
ingreso masivo de ca®*t a 1a mitocondria pondria en peligro su
propia integridad fisiolégica, afectando su metabolismo vy
posteriormente el buen funcionamiento de la célula del
trofoblasto. Asi, las caracteristicas del transporte de Ca2+ en
las mitocondrias esté&n acordes con la fisioldgia del érgano al que

pertenecen. Sin embargo, podria existir otro mecanismo de

regulacién de la HCaBP que asegure que la liberacidén del ca®t sea
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en las cercanias de 1la ATPasa de Ca2+ y no en otra zona del
citoplasma.

Ahora bien, una posible explicaciédn del por gqué 1las MPH
presentan estos par&metros cinéticos, se podria sugerir al
considerar gque la actividad del transportador de ca®’ ests
intimamente 1ligada a la composicién 1lipidica de 1la propia
membrana. La membrana de las MPH presenta una alta concentracién
de colesterol (30 ug de colesterol/mg de proteina) en comparacién
con las mitocondrias de higado de rata (5 ug de colesterol/mg
proteina, 45), lo que, en conjunto con datos de nuestro
laboratorio, que muestran que el resto de su composicién lipidica
es muy similar a la gue presenta la membrana plasmitica, podria
conferirle mayor rigidez que a otras membranas mitocondriales.
Esta rigidez, o 1la interaccién directa del colesterol con el
transportador, podrian estar relacionadas con la baja actividad
catalitica del mismo, de manera similar a como se ha sugerido para
el transportador de AdN (80). Por lo tanto, se puede considerar a
la membrana mitocondrial como un mecanismo de regulacién del
transportador de ca®t que evita gue la mitocondria se constituya
en un importante obstdculo para el flujo de ca’ a través de 1la
placenta.

En lo que se refiere a la naturaleza del transportador de
Ca2+, la incubacién de 1las mitocondrias con rojo de rutenio
facilitdé especificar, de una variedad de posibles mecanismos que

han sido reportados (75-78), el tipo de transportador presente en
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las mitocondrias estudiadas. La naturaleza del transportador es la
de un uniportador sensible a rojo de rutenio, de acuerdo con los
reportes para otros sistemas mitocondriales (68, 73, 74). La
direccidn del transporte de este uniportador depende del Ay, ya
gque al colapsarse éste, el transporte de ca?® al interior de 1la
mitocondria se inhibe, como lo demuestra el efecto que tiene el
desacoplante DNP. Sin embargo, al utilizar Safranina O para
registrar el AY mitocondrial, se observd que la adicién de 100 uM
de ca®" abate transitoriamente al Ay, seguido de su total
recuperacidn que se manteniene por un periodo de aproximadamente 5
minutos. Por otra parte, se observd un colapso permanente del Ay
al afiadir varios pulsos de ca®t (200 uM), lo cual podria deberse a
la permeabilizaciédn de la membrana interna mitocondrial, por la
estimulacién (111) de 1la fosfolipasa A, por el ca?* Yy 1la
liberacién de &cidos grasos saturados e insaturados, gque promueven
la entrada de H+ a través de la membrana. Con el colapso del AY se
observs la salida de ca®! de las mitocondrias (60, 111).

Por otro lado, una salida parcial de ca®* se observé solo a
tiempos largos y concentraciones de ca®t mayores de 300 uM. Debido
a ésto, se estudié el estado de reduccidtn de 1los piridin
nucledétidos en relacién a la capacidad mitocondrial para retener
el ca®*. se observo que el estado de oxido reduccién final del
NAD(P)+ se mantuvo reducido afin con la adicién de 300-400 uM de

ca®*. A este respecto, se ha reportado que las mitocondrias de

<+
hepatoma de rata son capaces de acumular ca? en altas
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concentraciones (112), debido a la actividad de la enzima mélica,
que reduce NADP+, y con menor afinidad NAD+ durante 1la
descarboxilacidén del malato para formar piruvato (112). En las MPH
esta enzima mdlica podria ser la responsable de mantener el estado
reducido de 1los piridin nucledtidos de manera similar a 1lo
reportado para mitocondrias de hepatoma, aGn a concentraciones en

2+

las que el ca podria abatir el Ay. En este sentido, podria

proponerse que el transporte de Ca2+

depende del Ay, mientras que
su retencién en la matriz mitocondrial podria deberse a que los
piridin nucledétidos se mantienen reducidos por la actividad de 1la
enzima m&lica. Asi pues, la capacidad mitocondrial para acumular
mas ca®t depender&d del estado de reduccidén de los piridin
nucledtidos. Sin embargo, se observé dque a concentraciones
superiores a 400 uM de Ca2+, existe una mayor captacién de ca?t
gque con respecto a la reduccién de 1los piridin nucleétidos,
posiblemente debida a proteinas mitocondriales que fijan de manera
especifica al Ca2+, aunque esta fijacién no modifica la cinética

del transporte.
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