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RESUMEN

El colesterol es un lipido que se encuentra en todas las membranas de las células
animales; sin embargo, no se conocen totalmente los mecanismos relacionados con su
transporte e incorporacion a éstas. En los tejidos esteroidogénicos, sobre todo en las
glandulas suprarrenales, se ha observado que el colesterot participa como precursar en la
sintesis de hormonas esteroideas, en donde varias proteinas se han descritoc como
acarreadoras del colestercl. De manera excepcional, aunque 1a piacenta humana es un tejido
esteroidogénico, no presenta a las proteinas que estan asociadas a la movilizacién del
colesterol, 1o que ha permitido sugerir que emplea mecanismos similares a los que existen en
los tejidos no esteroidogénicos. Un ejemplo de este tipo de tejidos son los hepatomas que
presentan, al igual que la placenta humana, una alta concentracion de colesterol en su
membrana mitocondrial.

En este trabajo se observd que las mitocondnias del hepatoma de la rata AS-300
tripsinizadas captaron colesterol exdgeno en una cantidad similar a las mitocondrias del
hepatoma de la rata contral; a su vez, las mitocondrias de la placenta humana tratadas con
tripsina no presentaron aumento en la concentracion de colesterol al compararias con su
control, lo cual indica diferentes mecanismos de incorparacion.

Por otra parte, la adicién de ATP incrementd la captacion de coiesterol en las
mitocondrias de la piacenta humana, sugiriendo un mecanismo que requiere de energia. El
efecto estimulador producido por el ATP fue inhibido por vanadato. Ei andlisis de estos
experimentos permite proponer la existencia de un mecanismo de transporte e incorporacion
de colestersl en las mitocondrias de la placenta humana relacionado con un sistema proteico

que requiere de energia.




INTRODUCCION

Los lipidos son importantes componentes estructurales de las membranas
biolégicas. Participan en diversos procesos fisiolégicos, tales como |la estimulacion del
crecimiento, el desarrollo y 1a funcidon celular (1). Un {ipido intereésante es el colesterol,
cuya participacion biolégica es compleja, ya gue puede formar parte de los distintos tipos
de membranas modificando tanto su estructura como su fluidez (2). También es el
precursor de diferentes biomoléculas importantes como la vitamina D (3), diversas

hormonas esteroides y de los &cidos y sales biliares (1).

i.os requerimientas fisioldgicos de este esteroi0 se satisfacen por la ingestion diaria
de los alimentos, asi como por la sintesis de novo celular; sin embargo, es necesario tener
en cuenta que la sobreproduccion de celesterol y su mal manejo a nivel celular puede
provocar si aumento en el torrente sanguineo o en la misma célula, dando como
resultado enfermedades que pueden ser fatales para el individuo. Por ejempio,
enfermedades como la arteriosclerosis (4) y los dafios corenarios, los cuales ocupan uno
de los primeros lugares de mortandad en el mundo, son el reflejo dei mai manejo del
colesterol celular (5). Otro gjempic es la enfermedad de Niemann-Pick, en la cual se
almacena el colesterol de manera anormal en los lisosomas, provocande la muerte del
individuo ya que afecta severamente el funcionamiento de las visceras y el sistema
nerviose central (4,6,7). Por esta razdn, es importante mantener ia concentracién y

distribucion del colesterol celular dentro de los limites fisioldgicas.
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A pesar de la importancia biologica de este esteroide, aun no se conoce el
mecanismo que mantiene la concentracion del colesterol en las diferentes membranas
biologicas. Se ha propuesto que un posible regulador de la concentracion de colesterol
en la bicapa lipidica es la relacion que existe en ésta entre la cantidad de colesterol y los
fosfolipidos, denominada relacion colesterolffosfolipido (C/FL) (5). Esta relacion puede ser
modificada por la dieta (8), por la incubacion in vitro de las celulas u organelos con
colesterol, o por la alteracién de los mecanismos celulares internos en |a regulacion de

la sintesis de nove del colesterol (9).

Con respecto a este Ultimo punto, se sabe que la HMGCoA reductasa es ia enzima
que regula la via metabdlica de la sintesis de colesterol. Esta enzima tiene una vida media
de 2 a 3 horas, por lo que cualguier cambio en su velocidad de sintesis afecta la
concentracion real de la enzima in vivo {10); incluso, se ha propuesto que algunos
metabolitos derivados de los esteroles como son la ubiquinona, |a isopentenil adenina y

el 25-hidroxicolesterol pueden tener un efecto regutador (11).

Por otra parte, se ha cbservado que la fluidez de las membranas biolégicas es
directamente proporcional a la cantidad de colesterol que contienen (12). Se conoce con
certeza que la concentracion de colesterol en los diferentes compartimientos celulares es
diferente. Por ejemplo, la membrana plasmatica de los hepatocitos normales tiene una
concentracion de 30 ug de colesterol/mg proteina, mientras que en las membranas

mitocondriales es de tan solo 3 pg colesterol/mg proteina (13). Estos datos sugieren que
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aun cuando la concentracion de colesterol varia en cada membrana subcelular, tiene una
funcién especifica, por lo que debe de mantenerse estrictamente regulada {4). Con base
en los datos mencionados se ha sugerido la existencia de varios mecanismos de control
que se encargan de mantener constante la concentracion de colesterol en las diferentes
membranas subcelulares {4,5). Entre estos, se pueden mencionar de manera general los

siguientes:

-La desabsorcion del colesterol. En este mecanismo, se propone que las moléculas de
colesterol pasan, en un corto periodo de tiempo, de una membrana "donante" hacia la
fase acuosa y de ahi son transferidas a una membrana “aceptora’ cuyo contenido de
colesterol es menor. Lange demostrd que en los eritrocitos enriquecidos con colesterol,
este transporte es de aproximadamente 3 segundos a una iemperatura de 37°C

{10,12,14).

-La transferencia de colesterol por contacto entre membranas: AQui se ha considerado la
capacidad que tiene el esterol para moverse de manera espontanea entre las membranas
que se encuentran en contacto. Se ha sugerido que este tipo de transporte es mediado

unicamente por el contacte fisico que puede existir entre las diferentes membranas (10).

-La transferencia mediada por fosfolipidos: Se ha observado que la estructura vy
composicién del colesterol favorece en especial su asociacion a la fosfatidiicolina y a la

esfingomielina, por lo que se ha sugerido que la composicién fasfolipidica membranat



podria ser un factor que determina la concentracion de colesterol (8,12,15,16).

-La transferencia de colesterol membranal mediada por vesiculas: Dawidowicz (1987) y
Phillips (1972) examinaron el transporte de colesterol in vifro mediado por vesiculas
lipidicas. Los resultados demostraron gue la relacidn C/FL, tanto en la membrana
plasmatica como en las vesiculas de células del higado de la rata es muy similar, por lo
que sugirieron que el colesterol se transporta por endocitosis de manera espontanea
hacia las membranas celulares, un sistema que se ve favorecido por el gradiente de

concentracion del colesterol (10,15,17).

-Las proteinas acarreadoras especificas para colesterol. Se han descrito diferentes tipos
de proteinas cuya funcion involucra la remocién y depdsito del colesterol; como por

ejemplo la SCP,{18).

Aungue estos mecanismos han sido estudiados usando tanto a las membranas
artificiales como a las biologicas, en la actualidad no se sabe con exactitud cual(es) de
todos estos mecanismos podria estar operando. Por su parte, Reinhart (1990) ha sugerido
que estos mecanismos podrian funcionar, ya sea de manera coordinada o independiente,
en un mismo sistema biologico para faverecer la movilizacion del colesterol (19), sin
embargo, también se ha propuesto que cada compartimiento subcelular o cada estirpe
celular podria emplear mecanismos propios, lo que le permitiria a cada célula regular su

propia concentracian y distribucion del colesterol a nivel membranal.
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El transporte del colesterol adquiere particutar relevancia en las mitocondrias de
los tejidos esteroidogénicos (glandulas suprarrenales, testiculo, ovarios y placenta, entre
otros), ya que éstos se encargan de transformario en hormonas esteroideas, las cuales
son necesarias para el desarrollo y la diferenciacion celular, asi como para la aparicion,
maduracion y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios y la manutencion del
embarazo (20). De algunos de estos tejidos estercidogénicos se han aislado diferentes
proteinas a las que se les ha asignado la funcién de transportar al colesterol del
citoplasma hacia ia mitocondria y entre las membranas mitocondriales. Estas proteinas
aparecen como una consecuencia al estimulo de la hormona adrernocorticotrépica {(ACTH)
(21) y se clasifican en dos grupos, 1) aquellas que transfieren el colesterol del citoplasma
a la mitocondria a través del citoesqueleto, siendo independiente de la sintesis proteica
de novo, y 2) las que transportan colesterol de la membrana externa a ia membrana
interna mitocondrial, requiriendo la sintesis de nove de proteinas inducida por el AMPc

como resultado de 1a estimulacién producida por fa ACTH (22).

La proteina acarreadora de esteroles denominada SCP, pertenece al primer grupo.
Pesa 13.2 kDa y se ha propuesto que promueve el transporte y acumulacion de colesterol.
Chanderbhand, en 1986, observé que en las células de las glanduias suprarrenales de
la rata hay una inhibicion parcial de la esteroidogénesis en presencia de anticuerpos anti-
SCP,; sin embargo, existen abundantes evidencias que indican una participacion mas
general de esta proteina en los procesos celulares del metabolismo del colestercl

(10,23,24},
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La proteina SAP corresponde al segundo grupo de proteinas. Tiene un peso
molecular de 2.2 kDa y se ha aislado de las gidnduias suprarrenales y de las células de
Leydig. Al parecer, este péptido se deriva de |a protedlisis de la proteina GRP-78, que se
relaciona con la regulacién de ia expresion de los receptores de la glucosa (23). Sin
embargo, la capacidad de la SAP para transportar colesterol entre las membranas
mitocondriales es baja, por lo que su actividad no cubre el aporte de colesterol que
requiere la mitocondria para la sintesis hormonal; esta evidencia ha permitido sugerir que
la SAP podria estar relacionada unicamente con la transferencia de colestercl desde la
membrana interna mitocondrial hacia el Cit P450scc {26). Dicha propuesta se apoya en
los estudios hechos por Pedersen (1987), en los que observé un aumento en la sintesis
de pregnenclona en presencia de la SAP tanto en ias células tumorales de Leydig como
en las células de las gléndqlas suprarrenales de |a rata (26); sin embargo, de manera
contradictoria, existen trabajos que muestran la baja capacidad de la proteina para

estimular la sintesis de pregnenolona mitocondrial (25).

Por otra parte, Pon y cols. (27), aislaron de las glandulas suprarrenales del cuerpo
Iiteo y de las células de Leydig de ia rata una proteina de entre 28 a 30 kDa denominada
actualmente pp30, cuyas caracteristicas permiten proponerta como intermediaria en la
transferencia de colesterol intermembranal de las mitocondrias. Se sabe que la presencia
de hormonas peptidicas esperificas como la gonadotropina corignica humana y el analogo
de AMPc, el (Bu),AMPc, estimulan la sintesis y la fosforilacion de esta proteina en el

citoplasma. Por otro lado, su permanencia en el citoplasma es transitoria y viaja
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rapidamente hacia la mitocondria por un mecanismo aun desconocido. En 1883, Stocco
demostré que en las células tumorales MA-10 de Leydig el incremento en la concentracion
de esta proteina se asocid a un aumento en la sintesis de pregnenolona; sin embargo, su

funcién no se ha confirmado adn (28).

En 1988, Yanagibashi aislo de las glandulas suprarrenales una proteina de 8.2 kDa
que aumenta el aporte de colesterol a la membrana interna mitocondrial y estimula su
conversion en pregnenciona. Este resultado sugiere que dicha proteina puede tener un
papel importante en la sintesis de esteroides estimutada por la ACTH (21). Besman y cois.
(1989) al estudiar esta proteina, encontraron que se trata de una endozepina que
promueve la unién del colesterot al Cit P450scc al asociarse especificamente a los
receptores periféricos a benzodiacepinas, los cuales se localizan en la membrana externa
mitocondrial de los tejidos esteroidogénicos. Estudios in vitro, han mosirado que varias
benzodiacepinas son capaces de estimular la sintesis de esteroides a partir de colesterol
en las células MA-10 de Leydig en cultivo; sin embargo, aun no se sabe si la union de
esta proteina al receptor modula la entrada, la distribucién y/o la disponibilidad del

colesterol dentro de la mitocondria (22,29).

Otra proteina que ha cobrado relevancia y que pertenece al segundo grupo, es ia
proteina StAR, que tiene un peso de 30 kDa y fue aislada inicialmente de las glandulas
suprarrenales de la rata. La SIAR se sintetiza como producto de la estimulacion por la

ACTH. La presencia del AMPc o analogos de este nucledtido, tambien inducen la
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produccién de la StAR, asi como su fosforilacion. Hasta el momento, ésta es la unica
proteina para la cual se ha demostrado un papel indispensable en el transporte de
colesterol entre las membranas mitocondriales, ya que al transfectar el gene de la StAR
junto con los de la cadena del Cit P450sce a células renales COS-1 en cultivo, |a sintesis
de pregnenciona aumenté entre 3-6 veces con respecto a un control transfectado
Unicamente con los genes de la cadena del Cit P450scc (28). Sin embargo, los datos mas
espectaculares que confirman 1a participacién central de la StAR en la esteroidogenesis,
es la deteccidn de mutaciones en el gene de la StAR en pacientes con hiperplasia adrenal
congénita lipoide. Esta enfermedad se caracteriza por la ausencia de sintesis de las
hormonas esteroides en las glandulas suprarrenales y en las gonadas, dando como

resultado que el colesterol no sea transformado en pregnenciona (7).

Los mecanismos proteicos de transporte de colesterol que se describieron estan
asociados, principalmente, a los tejidos estercidogénicos como parte de su transformacién
a hormonas estercideas. Sin embargo, aun se desconccen los mecanismos por los cuales

las membranas bialdgicas regulan la concentracion de colesterol.

Asi, aunque las glandulas suprarrenales son el tejido esteroidogénico mas
estudiado, su mecanismo para el transporte de colesterol no puede aplicarse al resto de
los tejidos esteroidogénicos. Tal es el caso de la placenta, un organo que pertenece a
este grupo pero que no sintetiza ninguna de las proteinas aisladas de las glandulas

suprarrenales propuestas en el fransporte e incorperacion del colesterol mitocondrial (30).
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La placenta es un 6rgano transitorio que aparece en los mamiferos euterios,
necesario para llevar a cabo el desarrollc gestacional de un nuevo individuo y mediar el
intercambio fisiolégico de nutrientes y de desechos del metabolismo entre la madre y el
producto. Evolutivamente se cree que aparecio a partir de la fusién de un retrovirus en el
genoma celular materno, dando inicio a la proliferacién celular y formacion del trofoblasto.
Posteriormente esto condujo a la aparicion de una placenta primitiva parecida a un tumor
y que al terminar el desarrolio gestacional era eliminada (31). De acuerdo al arreglo de
las capas celulares gue presentan, actualmente las placentas se clasifican en:
epicoridnica, sindesmocoriénica, endocoridnica y hemaocoridnica (20). En particular, la
placenta humana pertenece al grupo hemocorionico, donde el epitelio uterino se degrada,
permitiendo una estrecha relacién entre e! flujo sanguinec maternc con el epitelio de la
placenta. La unidad funcional de |a placenta es la célula del trofoblasto, la cual tiene un
arreglo vascular que permite de manera selectiva el intercambio de carbohidratos,
aminoacidos, lipidos, ibnes y gases entre el feto y la madre {32,33). Ademas de que la
placenta funciona temporalmente como pulmon, rifén, higado e intestino fetal, también
adquiere el papel de 6rgano enddcrino, pues actua como el hipotalamo, la glandula

pituitaria anterior y el ovario {32).

La funcién enddcrina de 1a ptacenta humana involucra la sintesis de hormonas
proteicas como la gonadotropina, fa somatotropina y la tirotropina coridnicas y de
hormonas esteroideas como la dehidroepiandrosterona, la estrona, el estriol, la

androstenediona, la 16a-hidroxiandrostenediona, la pregnenoclona y la progesterona,
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también sintetiza proteinas especificas, glucoproteinas (la B-glicoproteina, la B-globulina
fijadora de esteroides) y enzimas importantes como la fosfatasa alcalina, la diamina
oxidasa, la L-cistina aminopeptidasa y la renina, que pueden madificar el metabolismo

tanto del feto como de la madre (34-36).

Dentro de las hormonas esteroideas, la progesterona es de las mas importantes,
ya que ta disminucién de su sintesis durante el embarazo provoca amenaza de aborto
(30). En este sentido, se sabe que la produccion de progesterona en el periodo
gestacional es elevada, llegando a ser de 25C-600 mg/dia (36). Con respecto al papel de
las hormonas esteroideas, en afios recientes se han publicade varias revisiones en las
cuales se acentua la importancia que tienen en la implantacion y el desarrolio embrionario
(37,38). Ademas, entre otras cosas, |a placenta humana presenta un alto grado de
diferenciacion, maduracion y cambios morfologices, funcionales y de composicion quimica
en un tiempo relativamente corto, ya que de manera natural este érgano tiene una vida

de aproximadamente 266 dias (32).

La esteroidogénesis en la placenta humana inicia durante la séptima semana de
la gestacién cuando el colesterol es captado del torrente sanguinec en forma de LDL y
transformado a progesterona (39). Sin embargo, la placenta no s totalmente autdnoma,
ya que la sintesis de estrégenos en este organo es incompleta, requiriendo para su
produccion de la participacion dei feto y de esta forma completar su metabolismo. A esta

relacién funcional entre el feto y la placenta se le conoce como unidad feto-placentaria




13
(32). Diczfalusy (1962) retomd la importancia de esta asociaciéon con las siguientes
palabras: "tal unidad lleva a cabo reacciones biosintéticas acopiadas, las cuales, la
placenta o el feto de manera independiente son incapaces de completar”. Incluso
Padykula (1988), menciona que la placenta humana es un "drgano unico, resistente a la
destruccion inmunolégica, la cual funciona de manera auténoma a lo largo dei tiempo y

es independiente del mecanismo de regulacion homeostatico de la madre" (32).

Como se menciond, el colesterol del plasma maternc es acarreado por 1as LDL
(39), que son captadas por las céluias del trofoblasto a través de un proceso mediado por
receptores especificos {40); sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual el
colesterol es transportado dentro de las células del trofoblasto para llegar a la
mitocondria, asi como el proceso de transferencia del colesterol entre jas membranas

mitocondriales (41).

Puesto que la placenta humana no tiene las proteinas que se han asociado al
transporte de colesterol mitocondrial en otros tejidos esteroidogénicos, los datos permiten
entonces sugerir que existen otros mecanismos que emplean las células del trofoblasto
para distribuir el colesterol en sus membranas o para ser transformado en hormonas
esteroideas. En este sentido, podria ser Gtil emplear un modelo no esteroidogénico para
explicar el transporte y distribucién del colesterol en el trofoblasto. De esta forma, en el
modelo del hepatocito normal de la rata las diferencias evidentes entre la concentracién

de colesterol de la membrana plasmatica y las membranas mitocondriales, sugieren que




14
debe existir en |os tejidos no esteroidogénicos mecanismos de distribucion y control del
colesterol intracelular. Par lo tanto, es posible suponer que estos mecanismos pudieran

ser similares a los que expresa la placenta para realizar sus funciones esteroidogénicas.

En este sentido, se ha reportado que en algunos hepatomas la concentracidn de
colesterol mitocondrial puede llegar a valores semejantes a 10s reportados para la
membrana plasmatica (9). Lo anterior permite sugerir que en estos procesos patologicos,
los mecanismos de transporte y regulacion de la concentracion de colesterol mitocondrial

podrian estar sobreexpresados.

Aunque se ignora el mecanismo por el cual aumenta la concentracion de colesterol
en las membranas mitocondriales del hepatoma de la rata (12), se ha visto que tales
mitocondrias presentan algunas modificaciones con respecto al higado normal, entre las
que se pueden mencionar: la disminucion tanto en la permeabilidad pasiva a los protones
(9), como en la capacidad respiratoria, lo cual es resullado de modificaciones sobre la
fluidez membranal (9), por lo que de acuerdo a Lehninger (1990) y Nakashima (1986), la

célula cancerosa dirige su metabolismo energético hacia la glucdlisis (2,42).

Lo anterior implica un aumento en la concentracion intracelular de glucosa-6-fosfato, un
precurser clave en 1a sintesis de novo de los acidos nucleicos, los fosfolipidos y otras
macromoléculas como el ATP requeridas para el crecimiento celular (42). De acuerdo a

Muiller y cols. (1986), Ia glucdlisis provee un 13% de la cantidad total del ATP necesario
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durante la fase proliferativa de las células de Ehrlich; estos autores sugieren que el ATP

restante es proporcionado por la fosforilacidn oxidativa (43).

Por ofra parte, mientras que el crecimiento y la proliferacién celular normal son
regulados para cumplir con las necesidades del organisma, la presencia de cancer indica
un estado de enfermedad en el cual el comportamiento normal celular se altera; por lo
tanto, las células se duplican de manera auténoma e incontrolada hasta que invaden e
interfieren la funcién normal de otros tejidos (44). Tal transformacidn celular ha
desperiado el interés de médicos y cientificos que buscan la causa por la cual se crigina
el cancer. Hoy en dia existen varias hipdtesis sobre su origen, entre las cuales se
involucran a las infecciones virales, los procesos genéticos, las mutaciones e incluso
problemas irritativos cronicos producidos por los contaminantes o por agentes quimicos

(12,44).

Las células cancerosas se pueden clasificar de acuerdo a |a velocidad con la que
se dividen. De esta forma, se tienen a las células denominadas como poco
desdiferenciadas, donde su velocidad de division es similar a la presentada por células
normales, un ejemplo de este tipo celular es el hepatoma Mcrris 66 (45). Por otra parte
se tiene a las células cancerosas que presentan una velocidad de duplicacion muy alta,
como las lineas celulares AS-30D y Walker-256 (48), conocidas como altamente
desdiferenciadas; sin embargo, en ninguno de los casos se produciran células normales,

lo cual apoya la hipotesis de que los cambios genéticos son responsables de la
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transformacién neoplasica y aumenta la perspectiva de identificar genes criticos que

desempefian un papel crucial en el desarrollo del tumor (44,47).

En general, la aparicion del cancer afecta al huésped en dos niveles:
1 - Produce cambios en el metabolismo y médio hormonal del huésped como resultado
de la competencia de! tejido tumoral con el normal por metabolitos importantes, por lo que
ambos tejidos construyen bloques y sustratos energéticos asi como factores tréficos para

evitar su muerte (48,43).

2.- £l céncer influye sobre algunos tejidos del huésped, produciendo disminucion en su
diferenciacion, cambiando sus caracteristicas enzimaticas (50), ast como la sensibilidad
a hormonas (51,52) y perturba el sistema de retroalimentacion negativa, el cual coordina

las actividades de las glandulas endocrinas centrales y las periféricas (46,53).

Al parecer, la glucdlisis es la via metabdlica mas afectada en todas las lineas
celulares con cancer; sin embargo, no es la unica, ya que la via giutaminolitica, la sintesis
de colesterol, el uso de los cuerpos ceténicos, la sintesis de acidos grasos, asi como el
ciclo de los acidos tricarboxilicos se pueden encontrar alteradas en diferentes lineas

cancerosas (6).

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar 1a via de transporte e

incorporacion de colesterol en fas mitocondrias de la placenta humana. Feo y cols. (1975)
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(8), al estudiar la concentracidn de colesterol en fas células del hepatoma 5123 de la rata,
encontraron 6 veces mas esterol en las membranas mitocondriales de éste que en las
membranas de mitocondrias normales (32.4 £ 6.7 y 5.2 + 1.5 ug colesterol/mg proteina,
respectivamente) (8); al parecer esto se debe a la falta de control de la HMGCoA
reductasa (54), ya que Edwards (1984) y Coleman {19397) demostraron que |a ausencia
del control sobre la HMGCoA reductasa produce el aumento en la concentracion de
colesterol en las membranas mitocondriales de las células tumorales, ademas de serias
consecuencias metabdlicas. Por otro lade, en las mitocondrias del hepatoma Morris 3924
A, se ha observado que los esqueletos carbonados del piruvato son destinados en su
mayoria a la sintesis de colesterol y una menor cantidad a la produccién de energia
{(oxidacion hasta CO,), lo cual no se observa en las mitocondrias del higado normal

(7.55,56).

A su vez, se ha demostrado que el colesterol se encuentra en aitas
concentracicnes en las mitocondrias de la placenta humana {(MPH), donde actua como
precursor de las hormonas esteroideas (57,58), en particular de la progesterona, que es
vital en el mantenimiento del embarazo. Sin embargo, 1a placenta tiene una capacidad
muy limitada en la sintesis de colesterol. Ademas, las MPH presentan caracteristicas
respiratorias similares a las del hepatoma, entre las gue se puede mencionar la rigidez
y la disminucién en la permeabilidad de la membrana, asi como el bajo consumo de

oxigeno (40),




18

En nuestro laboratorio se ha dernostrado 1a presencia de una ATP-difosfohidrolasa
localizada en la membrana interna de las mitocondrias de la placenta humana, orientada
hacia el espacio intermembranal (59), la cual se cree esta implicada en el transporte de
colesterol desde la membrana externa hacia la membrana interna mitocondrial. Esta ATP-
difosfohidroiasa se ha caracterizado parcialmente, y se ha observado que es capaz de
hidrolizar ATP o ADP extramitocondrial, ademas de que puede ser inhibida por vanadato
de sodio. En particular se piensa que la actividad de esta enzima puede estar participando
en el transporte del colesterol hacia la membrana interna mitocondrial, y que podria estar

asociado a los puntos de contacto entre ambas membranas.

Ya que no se conocen los mecanismos que regulan la concentracion de colesterol
en las mitocondrias de la placenta ni de su transferencia al Cit P450 para su
transformacién hormonal, y que sus caracteristicas metabdlicas son semejantes a las de
las MHR, en donde 1a incorporacion de colesterol esta estimulada, el objetivo de este
trabajo es determinar, comparativamente, la incorporacion de colesterol en estos dos

sistemas in vitro.
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OBJETIVOS

Obhjetivo General :

- Determinar el mecanismo de incorporacidon de colesterol en las mitocondrias de la

placenta humana y del hepatoma de la rata AS-30D.

Objetivos particulares:

- Determinar si las mitocondrias de la placenta humana y del hepatoma de la rata AS-30D

aisladas incorporan colesterol in vitro.

- Determinar si la incorparacidn del colesterol a las membranas mitocondriales es mediada

por un sistema proteico.

- Evaluar el efecto del vanadato en 1a incorporacion de colesterol en tas MPH.

- Determinar si la incorperacién del colesterol en las MPH es mediado por compuestos de

alta energia (ATP).
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las células del hepatoma AS-30D de la rata. La linea celular fue
gentilmente proporcionada por los Doctores M. E. Torres-Marquez y R. Moreno-Sanchez
de la Unidad de Posgrado de la Facultad de Medicina y del Instituto Nacional de
Cardiologia "ignacio Chavez" respectivamente. El hepatoma se mantuvo en ratas hembra
Wistar, con un peso aproximado de 250-280 g, mediante la inoculacién por via
intraperitoneal de 1 a 2 mi del liquido de ascitis conteniendo las células AS-30D (60), El
periodo para el desarrollo det cancer fue de 5-7 dias, al término del cual la rata se
sacrificd por dislocacion cervical e inmediatamente se obtuvo el liquido de ascitis por

puncidn abdominal.

Las células del hepatoma se recuperaron por centrifugacion a 500 x g durante dos
minutos a 4°C. El paquete celular se resuspendid cuidadosamente y se diluyé en 30 mi
de un medio que contenia 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM TrisfHCI, pH 7.5 {denominado
NKT), y se centrifugd a 500 x g por dos minutos a 4°C. El sobrenadante se desechd y el

paquete celular se procesd dos veces mas en las mismas condiciones experimentales.

Ei paguete celular obtenido se resuspendié con 30 ml de un medio que contenia
250 mM sacarosa, 5 mM HEPES, 1 mM EGTA , pH 7.2 {denominado SHE) y se centrifugo
a 625 x g durante 10 min a 4°C. Posteriormente, la pastilla se resuspendié y se diluyd en

175 ml totales del medio SHE en agitacion minima constante a 4°C. Se realizo el conteo
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celular en una céméra de Neubauer usando una dilucién 1,100 del lote celular. La
viabilidad de las células se determiné por la capacidad de excluir al azul Tripan (0.1%
concentracion final). Las células en el medio SHE se diluyeron hasta una concentracion
de 3-6 millones/m y se les adiciono el detergente digitonina (10 mg/m! diluida en DMSO),
hasta observar el 50% de lisis celular. Posterior a este paso, tas células se recuperaron

por centrifugacion a 3015 x g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se desecho.

Aislamiento de las mitocondrias del hepatoma A§-3OD de |a rata (MHR). Las
células del hepatoma se resuspendieron en 25 ml del medio SHE y se rompieron en un
homogenizador de vidrio con un pistilo de teflan. €l volumen se duplico y se centrifugd a
625 x g durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se recuperd y el procedimiento se
repitié dos veces. Los sobrenadantes recuperados se centrifugaron a 9770 x g 10 min a
4°C. El paquete mitocondrial se incubd en presencia de albumina libre de acidos grasos

(BSA) al 5% y 1 mM de ADP durante 5 minutos a 4°C.

La muestra se diluyé 1:2 con el medio SHE suplementado con BSA al 0.5% y se
centrifugd a 9770 x g 10 minutos. La pastilia se resuspendié en e menar volumen posible
del medio remanente y se llevd a 30 ml con SHE para ser centrifugado a 9770 x g 10
minutos a 4°C. Este lavado se repitio dos veces y finalmente la pastilla conteniendo la
fraccion mitocondrial se resuspendié en un volumen minimo de medio (61) al cual se le
determino la concentracion de proteina la actividad de ATPasa y concentracicn de

colesterol.
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Aislamiento de las mitocondrias de la placenta humana a término (MPH). Las
mitocondrias se obtuvieron de placentas humanis a termino procesadas preferentemente
dentro de los primeros 60 minutos después de su expulsion. El tejido se mantuvo en baro
de hielo y se lavd en una solucién que contenia 250 mM sacarosa, 1 mM EDTA pH 7.4
{medio A). Después se separaron los cotiledones (fragmentos de las vellocidades
coriénicas, aproximadamente 100 g) y se cortaron en trozos pequefios, homogenizandolos
de manera controlada en 2 pulsos, uno de 30 segundos y otro de 1 minuto en un Polytron
Brinkmann a 3000 RPM, en 850 ml del medio A a 4°C, con un intervalo de 1 minuto para
avitar dafio mitocondrial. El homogenado se filtré y el pH se ajusto a 7.4 con Tris-base,
después se centrifugd a 1250 x g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se recuperd
y se cenltrifugd a 5600 x g por 10 minutos & 4°C. La pastilla contenia las mitocondrias
pesadas, mientras que en el sobrenadante se encontraban las mitocondrias ligeras y
pequerias, el cual se centrifugd a 10250 x g durante 10 minutos a 4°C. Para eliminar los
eritrocitos, el precipitado se resuspendié en 15 ml del medio A y se centrifugd a 1250 x
g por 3 minutos a 4°C. Finalmente el sobrenadante se centrifugé a 11200 x g durante 10
minutos a 4°C y el paguete mitocondrial se resuspendié en un minimo volumen del medio
A (82) determinandosele la concentracidon de proteina, colesterol y la actividad de la

ATPasa.

Determinacién de la concentracién de la proteina mitocondrial. La
concentracion de proteina mitocondrial se determind por el meétodo de Lowry y cols. {63),

empleando BSA como referencia.
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Consumo de oxigeno por las MHR. El consumo de oxigeno de las MHR se
cuantificd polarograficamente utilizando un oximetro marca YSI, modelo 53 y un electrodo
de oxigeno tipo Clark de la misma marca, enun medio denominado de respiracion que
contenia 250 mM sacarosa, 10 mM succinato-Tris, 10 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1% BSA
y 10 mM H,PO,, pH 7.3, en un volumen final de 3 mt a 37°C, utilizando 0.5 mg de proteina

mitocondrial (64).

El estado de acoplamiento de las mitocondrias se cuantificd al adicionar 250
nmolas de ADP, y se determind Ia velocidad del consumo de oxigenc en el estado 3 sobre
la velocidad de respiracion en ausencia del ADP (estado 4). La relacidn que existe entre
el estado 3lestado 4 se conoce como control respiratorio y refleja, ademas del
acoplamiento, el estado e integridad de las mitocondrias, ya que mientras mayor sea dicha

relacion, mejor es el funcionamiento de las mitocondrias (64).

Hidrolisis del ATP en las MHR y las MPH. La hidrdlisis de ATP en las MHR y en
las MPH, se determind para cada fraccion colectada en un medio que contenia 10 mM de
Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM MgCl,. El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 500 pl,
la concentracién de proteina de 50 pg y la temperatura de 30°C. La reaccion enzimatica
se inici6 adicionando 2 mM de ATP, al cabo de 15 minutos se detuvo con la adicion de 6%
de acido tricloroacético en frio. La mezcla se centrifugd por 10 minutos a 1800 x g a 4°C.
Se tomd una muestra del sobrenadante para determinar la concentracion de fosfato libre

mediante el métode de Sumner (65). Una metodologia semejante se realizd en presencia
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de 1 pg/500 pi de oligomicina para determinar que la hidrolisis de ATP correspondiera a

la F,F-ATPasa.

Cuantificacion de colesterol en las MHR y las MPH. La determinacion de
colesterol en las mitocondrias se realizé por un método quimico, el cudl consta de la
extraccion etérea del colesterol de 2 mg de proteina mitocondrial en 1 ml de agua. Cada
muestra recibié 5 ml de éter y se agité vigorosamente por 60 segundos, obteniendo 2
fases: una organica y otra acuosa; los tubos fueron depositados en nitrégeno liguido hasta
que la fase acuosa se congeld y la fase orgénica fue recuperada. El tratamiento para la
extraccion del colesterol de cada muestra se realizé tres veces en total. La fase organica
se evapord a sequedad y a cada muestra se le adicionaron 6 mi del reactivo de
Liebermann-Buchard, el cual consta de anhidrido acético, acido sulfuricé y acido acético
glacial en una relacion de 20:1:10, respectivamente. Después de 30 minutos a
temperatura ambiente, se determin¢ la absarbancia a 660 nm en un espectrofotdmetro

marca Sequoia-Turner 340 (66).

Incorporacién de diferentes concentraciones de coiesterol en las MHR.
Martinez y cols. {(1988) reportaron un método para la incorporacion de colesterol tanto en
las mitocondrias del higado de la rata, como de las glanduias suprarrenales de perro
utilizando un complejo denominado colesterol-BSA-C (C-BSA-C), el cual favorece la
incorporacion del colesteroi a las membranas mitocondriales (9). En este experimento se

utilizé dicho complejo para observar si las MHR incarparan colesterol extra del que
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normalmente presentan en su membrana. Después de obtener a las MHR, estas fueron
tratadas de la siguiente manera: 12.5 mg de proteina/m! se preincubaron 10 minutos a
30°C, posteriormente se incubaron con diferentes concentraciones de colesterol {31.2,
62.5, 125, 250 y 450 g colesterol por ensayo). Al término de dicho tiempo, el paquete
mitocondrial fue obtenido por centrifugacion a 11640 x g durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante se desecho y el procedimiento fue repetido dos veces. Después del tercer
lavado se les determiné !a concentracién de proteina, de colesterol y la actividad de

ATPasa a cada paquete mitocondrial.

Incorporacion de colesterol en las MHR tratadas con 0.05% de tripsina. Existen
reportes en los cuales se demuestra la presencia de proteinas especificas involucradas
en el transporte de colesterol en las mitocondrias de las glandulas suprarrenales (67). El
uso de la tripsina en este experimento sirvio para determinar si en ias MHR intervenia una
proteina que permitiera la incorporacion det colesterol en la mitocondria. Para lograr tal
objetivo, las MHR (10 mg de proteina/ml) se preincubaron por 5 minutos a 37°C en el
medio SHE, en 1a presencia de 0.05% de tripsina y se realizaron cursos temporales (5,
10, 15, y 20 minutos), tomando alicuctas de 2 mg de proteina/mi, las cuales se diluyeron
en 10 ml con el medio SHE en frio, y se centrifugaron a 11640 x g durante 10 minutos a
4°C: el sobrenadante se desecho y el paquete mitocondrial se lavé dos veces con el
medio SHE. A cada lote se le calculd la concentracion de proteina, el control respiratorio,
la actividad de ATPasa, y |a concentracién de colesterol. Simultéaneo a este experimento

se mantuvo un lote control sin tratamiento.
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Posteriormente las MHR (12.5 mg de proteina/ml), se preincubaron 10 min a 30°C.

para después ser incubadas por 1 minuto en la presencia de 250 pg de colesterol, en
seguida se diluyeron hasta 30 ml en medio SHE y se centrifugaron a 11640 x g por 10
minutos a 4°C. E| sobrenadante se desechd y el paquete mitocondrial se lavo 2 veces con
el medio SHE, determinandoseles concentracion de proteina, actividad de ATPasa y

colesterol.

Incubacién de las MPH con 0.125% de tripsina. Para verificar la existencia de
alguna proteina gue intervenga en ia incorporacion de colesterol en las MPH, éstas se
trataron de la siguiente manera: en un volumen total de 20 mi del medio de respiracion se
incubaron 40 mg de MPH a 37°C en agitacion constante, un lote simitar incubado con
0.125% de tripsina se mantuvo en las mismas condicicnes, la reaccion fue detenida a los
20 min duplicando el volumen con medic de respiracion. Inmediatamente despues el
paquete mitocondrial se recuperé por centrifugacion a 1760C x g durante 30 min a 4°C,
el sobrenadante se desechd y el lavado se repitid dos veces con el medio A
Posteriormente las MPH control, MPH a 37°C y MPH a 37°C tripsinizadas, fueron
incubadas con 275 ug de colesterol, y se determind la cantidad del esterol que habia

incorporado cada lote, asi como la concentracion de proteina y la actividad de ATPasa.

Incorporacién de colesterol a las MPH en presencia de ATP. Para algunos
sistemas mitocondriales se ha propuesto que la transferencia e incorporacion de

colesterol requiere de energia (68), por lo que se explord esta posibilidad en las MPH. En
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este experimento se preincubaron 12.5 mg de proteina/ml de MPH en el medio A durante
10 minutos a 30°C, posteriormente se agregaron 275 pg de colesterol y se incubaron por
1 minuto. En otro lote, bajo las mismas condiciones, se adiciond 5 mM de ATP v 275 pg
de colesterol. Un tercer lote incubado de manera similar y sin tratamiento se mantuvo
comc control. Al final tas MPH se diluyeron hasta 30 ml con el medic A y el paquete
mitocondrial s& recuperd por centrifugacion a 11840 x g por 10 minutcs a 4°C; este lavado
se repitié dos veces. Posteriormente se le determiné la concentracién de proteina y de

colesterol a cada paquete mitocendrial.

Incorporacién de colesterol a las MPH en presencia de ATP y de vanadato.
Datos previos de nuestro laboratorio han demostrado la existencia de una ATP-
difosfohidrolasa asociada a la membrana interna de las MPH, la cual es sensible al
vanadato (59). Actualmente se desconoce el papel fisioldgico de esta enzima: sin
embargo, la literatura sugiere que el proceso de transferencia del colesterol en las
gléndulas suprarrenales podria estar mediada por una GTPasa (69). Con el siguiente
protocolo se pretendio determinar si la actividad de 1a ATP-difesfohidrolasa de las MPH
se relaciona con la transferencia de colesterol. Tal experimento constd de 7 lotes, 6 de
ellos, con una concentracidon de proteina mitocondrial de 12.5 mg de proteina/mi en el

medio A, se preincubaron a 30°C por 10 min; en las siguientes condiciones:

1er. lote : MPH mantenidas a 30°C.

20. lote : MPH incubadas durante un minuto con 275 pg de colesterol,
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3er. lote: MPH incubadas durante un minuto con 5 mM de ATP y 275 ug de colesteral.
40. lote : MPH incubadas durante un minuto con 1 mM vanadato.

50. lote : MPH incubadas por un minuto con 1 mM vanadato y 275 ug de colesterol.

Bo. lote: MPH incubadas por un minuto con 1 mM vanadato, 5 mM de ATP y 275 g de
colesterol

70. lote : MPH mantenidas a 4°C durante todo el experimento.

Al transcurrir el tiempo de incubacion, los seis primeros lotes se diluyeron en 30 ml
de medio A, el paquete mitocondrial se obtuvo por centrifugacion a 11640 x g por 10 min
a 4°C, el sobrenadante se desechd y a pastilla se lavé dos veces en el medio A. Después
del tercer lavado se determind concentracién de proteina y de colesterol a cada paguete

mitocondrial.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
en presencia de SDS. La electroforesis de las proteinas mitocondriales se realizé de
acuerdo al método de Laemli (70) en geles en placa al 10% de poliacrilamida y 0.1% de
dodecilsulfato de sodio (SDS). La presencia de las proteinas se revelo con azul de
Coomasie R 125. La concentracién de proteina utilizada para cada muestra fue de 50 Hg.
El patrén de peso molecular proteico consistid en: miosina (205 kDa), B-galactosidasa
(116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), albimina de bovino (66 kDa), albumina de huevo (45

kDa) y anhidrasa carbénica (29 kDa).
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Analisis estadistico. El analisis estadistico de los resuitados se realizé con una
prueba de varianza (ANOVA)} respaldado por la prueba de Bonferroni, considerando un

valor de p <0.05 como diferencia estadistica signifcativa.

Finalmente, los datos de la actividad especifica de ATPasa en cada Tabla estan
presentados como la media y Ia desviacién estandar de los resultados. La cuantificacion
de colesterol esta expresada como porcentaje 0 como pgimg de proteina, lo cual se indica

al inicio de la columna.
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RESULTADOS

MITOCONDRIAS DEL HEPATOMA DE LA RATA AS-30D.

Como se puede observar en la Tabla 1, la concentracion de colesterol incorporado
en las MHR incrementa en relacion a |a cantidad adicionada de éste en el medio de
incubacién, alcanzando valores de hasta 51.5 + 10 pg/mg de proteina mitocondrial, es
decir, 3.65 veces mas la concentracién de colesterol de las mitocondrias control. Para
determinar si la incorporacion de colesterol modifica el metabolismo mitocondrial, se
cuantifico la actividad de la ATPasa, ya que se conoce que las mitocondrias presentan
una ATPasa FF, en sumembrana interna, la cual es indispensable para obtener energia
en forma de ATP que serd utilizado en muitiples procesos. Una caracteristica de esta
ATPasa es que in vitro, su actividad es reversible y bajo ciertas condiciones puede
hidrolizar ATP. Los resultados mostraron que la hidrélisis de ATP aumentd un 45% sin
importar la concentracién de colesterol con la que se incubd a las MHR (483.2 £ 1132 a
701.0 £ 82.1 nmolas/Pi/mg/min, respectivamente), indicando que dicha actividad aumenta
independientemente de la cantidad de colesterol que incorpore la mitocondria. Para
comprobar que la actividad de la ATPasa estudiada correspondia a la enzima mitocondrial
y no a una posibte contaminacién, se incubaron MHR y MHR + colesterol en presencia de
oligomicina {1 pg/500 ), un inhibidor especifico de la subunidad F, de la ATPasa
mitocondrial. Los resultados mostraron que la hidrélisis de ATP se inhibié totaimente con

oligomicina. Por otro lado, en cuanto al estado de integridad de las MHR control, estas
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presentaron un control respiratorio entre 2 y 3.5 lo cual coincide con lo reportado por
Caleman en 1986, quien menciona que la creciente concentracion de colesterol presente
en la membrana le produce una disminucion en su permeabilidad, y por tanto hay bajo
consumo de oxigeno en el estado 4, también llamado de reposo (56). De la Tabla 1 se
puede inferir que tal sistema de incorporacidn de colesterol se lleva a cabo in vitro, sin que

se trate de una unién inespecifica, ya que las MHR fueron lavadas 3 veces.

Tabla 1. Incorporacion de colesterol en MHR

colesterol Actividad de la | Incorporacion de incorporacién de n

adicionado (ug / ATPasa (%) colesterol (ug/mg colesterol (%)
mg de proteina ) proteina)

0 100* 14+270° 100 30

31.25 155 + 58° 17.9+£2.0° 127.3 5

62.5 143 £ 43 17.4+2.0° 1237 5

125 107 £13° 242+4.4° 150.7 9

250 140 £ 27° 333+13 236.8 7

450 145+ 17° 5152 10° 365.5 6

El 100% de la actividad de ATPasa equivale a 483.2 + 113.2 nmolas Pi/mg/min. Valores
de cada columna con diferente superindice son estadisticamente diferentes entre si (a Vs.

b}, con una p <0.05.

Para incorporar el colesterot a la membrana mitocondrial se utilizé un complejo
formado por colesterol-BSA; sin embargo, se ha observado que la BSA puede secuestrar
lipidos (71,72), por lo que se determino su efecto sobre este sistema experimental. Para

esto, se incubaron diferentes lotes de MHR con concentraciones de BSA equivalentes a
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las empleadas en la incubacion con &l complejo colesterol-BSA. En la Tabla 2 se observa
que, aun en presencia de una alta concentracién de BSA, el valor de colesterol
determinado en las MHR se mantuvo cercano al valor cbtenido para las MHR control. Por
otro lado, la actividad de la ATPasa no se modificd, mientras que en el patron
electroforético la intensidad de las bandas proteicas en cualquiera de las condiciones
experimentates es similar (Figura 1). Lo anterior sugiere que el tratamiento empleado no
deteriora ni altera las funciones mitocondriales y mantiene intacta su estructura. Con base
en estos datos, podemos sugerir que el colesteral incorporado en la membrana de las

MHR es el resuitado de un sistema de transporte y que la BSA no interfiere con éste.

Tabla 2. Efecto de la presencia de BSA en el contenido de colesterol en

las MHR
BSA Actividad de la Concentracion de Concentracion n
adicionada ATPasa colesterol (ug/mg de | de colesterol
(mg/ml) (%) proteina) (%)

0 100 14027 100 27
1.48 141.0 £ 46 11025 78 5
2857 100.0 £ 43 13.3x28 94 5
5.94 117.0+£18 144+34 102 8
11.9 840113 11.7£3.0 83 3
214 95.0£35 13.2t24 93 6

El 100% de la actividad de |a ATPasa fue de 579.3 £ 113.2 nmolas Pi/mg/min. En estos

experimentos ne hubo diferencias estadisticas entre los diferentes grupos.
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A continuacion se determiné si dicho transporte e incorporacion in vitro en las
mitocondrias del hepatoma AS-30D de la rata es mediado por una o varias proteinas
especificas. Para este fin se empled la tripsina, una enzima que hidroliza el enlace
peptidico por el lado del a-CQOH de los residuos de lisina y arginina, en este caso, de
las proteinas periféricas de la membrana mitocondrial (73-74). Las condiciones éptimas
de tripsinizacién se obtuvieron con un curso temporal de hasta 20 minutos de incubacién

de las MHR en presencia de 0.05% de tripsina.

Después de lavar el exceso de tripsina, a las mitocondrias se les determiné el
control respiratorio y fa hidrdlisis de ATP como parametros para comprobar su
acoplamiento. En la Tabla 3 se observa que a los 20 minutos, ia actividad de la ATPasa
de jas MHR tripsinizadas no se modifico con respecte a las MHR control, mientras que el
control respiratorio se mantuvo constante durante todo el tiempo de tratamiento con un
valor de 2 a 3 (Figura 2}, lo cual indica que las proteinas, enzimas y acarreadores
involucrados en el consumo de oxigeno y en la actividad de la ATPasa permanecen

intactas después del tratamiento.

Al analizar el patrén electroforético de las MHR control y de aguellas tratadas
durante 20 minutos con tripsina, se observg que las mitacondrias tripsinizadas presentan
cambios electroforéticos con respecto a las control, lo cual confirma la accion de la

tripsina sobre algunas proteinas mitocondriales (Figura 3).




Figura 1, Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de las MHR control (C),
MHR + el complejo colesterol-BSA (Lp), y en presencia de 11.9 mg/m! de albumina
de suero bovino (BSA). Patron de pesc molecular (St): miosina (205 kDa), B-
galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), albamina de bovino (66 kDa), albamina
de huevo (45 kDa} y anhidrasa carbdnica (29 kDa).
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Figura 2. Respiracién de MHR tripsinizadas a diferentes tiempos. MHR control (A);
MHR tripsinizadas durante 10 (B), 15 (C) 6 20 minutos (D). L.as MHR se incubaron en un
medio que contenia 250 mM sacarosa, 10 mM succinato-Tris, 10 mM MgCl,, 1 mM EGTA,
1% BSA y 10 mM H,PO,, pH 7.3 en un volumen final de 3 ml a 37°C utilizando 0.5 mg de
proteina mitocondrial. Los numeros con flechas indican los nanocatomogramos de oxigeno
consumido mg' min”, los nimeros restantes indican el control respiratorio de las

mitocondrias. La concentracion final de ADP fue de 250 nmolas.




Figura 3. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de las MHR control (C)y
de las incubadas con tripsina durante 20 minutos (20°). Patron de peso molecular (St).
miosina (205 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (87 kDa), albdimina de bovino
(66 kDa), albumina de huevo (45 kDa) y anhidrasa carbénica (29'kDa).
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Tabla 3. Curso temporal de! tratamiento con tripsina al 0.05% y su

repercusion en el contenido de colesterol y la actividad de la ATPasa

en las MHR
Tiempo de Actividad de ia Concentracion de Control n
incubacién ATPasa (%) colesterol (pg f mg respiratorio
(min) de proteina)
0 100 12.3+19 1.9 4
5 100.0 £ 30.0 132127 1.7 3
10 115.01£31.0 98120 27 3
15 117.0£24.0 120£29 29 3
20 108.0 + 11.4 108+£23 2 4

E! 100.0 % de la actividad especifica de ia ATPasa corresponde a 402.0 + 146.0 nmolas
Pifmg/min. La concentracién de colesterol adicionadoe fue de 250 ug colesterol/mg de

proteina. En estos experimentos no hubo diferencias estadisticas significativas.

Puesto que los parametros bioenergéticos de las mitocondrias control y las tratadas
con tripsina son similares, se buscd si existia algun efecto sobre |a incorporacion de
colesterol en tas MHR después de ser tripsinizadas (MHRT). La Tabla 4 permite observar
que las MHRT llevan a cabo la incorporacion de colesterol de una manera similar a las
MHR sin tripsinizar, lo cual sugiere que las proteinas degradadas por la tripsina no estan
involucradas en este transporte, o bien, que la incorporacion de colesterol en estas

mitocondrias sigue un camino que no depende de un sistema proteico.



Tabla 4. incorporacién de colesterol en

0.05%
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MHR tratadas con tripsina al

MHR tratadas con:

Actividad de |a
ATPasa (%}

Colesterol mitocondrial

{pg/mg de proteina)

colesterol/mg proteina

Control 100* 136+ 36°
Tripsina 155.0 £+ 28.0° 125+68
Tripsina + 250 ug de 151.0+200° 31870

El 100.0 % de la actividad de |a ATPasa especifica corresponde a 509.1 + 68.8 nmolas

Pilmg/min. Los valores de cada columna con diferente superindice son estadisticamente

diferentes entre si, con una p <0.05.

MITOCONDRIAS DE LA PLACENTA HUMANA,

Por otro lado, al realizar experimentos similares con tripsina en las MPH, se

observd que la concentracién de colesterol en las MPH control, las incubadas a 37°C y

las tratadas a 37°C con la tripsina, fue de 13.5 £ 2.7 246 £+ 7.0y 35.0 £ 11.2 pg/mg

proteina, respectivamente (Tabla 5). Estos resultados sugieren que a 37°C se activa una

enzima proteolitica presente en la preparacion de las MPH que incrementa la relacion

colesteroliproteina. Esta propuesta se apoya con los datos obtenidos de los experimentos

de la incubacién de fas MPH con tripsina a 37°C, ya que en presencia de las dos enzimas

proteoliticas, la relacion colesterol/proteina aumenta aun mas.



Tabla 5. Incorporacién de colesterol en las MPH después del

tratamiento con 0.125 % tripsina
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colesterol

Concentracion de n

MPH tratadas con: | Actividad de la ATPasa colesterol mitecondrial
(%) (ug/mg de proteina)

Controi 100° 13527 11
37°C 120.0.£27.5" .., 246172° 11
37°C + tripsina 30.5t6.1° 350+ 11.2° 10
Colesterol 1026 £ 25.0° 430199 8
37°C + colesterol 78.3£20.4" 3612113 8
37°C + Tripsina + 243 +108"° "39.1+11.8° 11 -

El 100.0 % de la actividad de la ATPasa especifica corresponde a 513.4 + 84.8 nmolas

Pi/mg/min. La concentracion de colesterol adicionado fue de 275 pg por ensayo.;iLos

valores de cada columna con diferente superindice son estadisticamente diferentes entre

si (aVsb), conuna p <0.05.

Con respecto a la actividad de la ATPasa, se observ que las MPH incubadas a

37°C muestran una hidrolisis de ATP similar a las mitocondrias control, sin embargo, las

mitacondrias tripsinizadas disminuyeron la actividad de la ATPasa en un 70%.

Posteriormente, se determind la capacidad de las MPH para incorporar colesterol después

de los diferentes tratamientos. La Tabla 5 muestra que tanto las MPH control y las MPH

a 37°C incorporaron colesterol de 13.5+27 a43.0+99y de246+72a331+113
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pg/mg proteina mitocondrial, es decir, 3.2 y 1.6 veces mas, respectivamente, mientras que
las tratadas a 37°C + tripsina incorporaron solo 1.1 veces mas colesterol;, esto ultimo
sugiere que la tripsina modifico el sistema encargado de la incorporacion de colesterol en

MPH a término eliminande una proteina gue participa en dicho proceso.

Tabla 6. Incubacion de las MPH tratadas con 0.125 % tripsina en

presencia de diferentes concentraciones de colesterol

MPH tratadas Control +275 g + 550 pg n
cen: colesterol colesterol
Control 13.8: 18, 37.7+37° 56083, 4
37°C 27533 33.7t06° 59.3+2.0° 4
37°C + tripsina 52.8 £ 6.0y 609 +16° 73.9 1 15.0,° 4

La concentracion de colesterol es la adicionada por ensayo. La comparacion del vaior del
control contra los tratados tuve una p <0.05 para a Vs b, y de p <0.0001 para a Vs ¢ Los
valores con el subindice 1 son estadisticamente diferentes entre si con una p <0.0001,

pero no hay diferencia estadistica entre los valores con el subindice 2.

Para determinar si el tratamiento con tripsina disminuye la incorporacién de
colesterol, se determiné la capacidad de estas mitocondrias para incorporar mas
colesterol en sus membranas. En la Tabla 6 se observa que la concentracién de colesterol
incorporado en las mitocondrias fue de 4 veces mas en relacion al control, mientras que

las tratadas con tripsina con el doble de colesterol solo incrementaron 1.4 veces mas la
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concentracion de colesterol, apoyando la hipotesis de que la tripsina afectd un sistema

proteico encargado de regular |a captacion de colestero! en las MPH.

Por otro lado, existen datos bibliograficos que sugieren que el transporte de
colesterol en los tejidos esteroidogénicos se favorece en presencia de energia. Kowluru
y cols., en 1995, demostraron gue en fas mitocondrias de las glandulas suprarrenales la
sintesis de pregnenolona se duplicd con [a adicién de GTP (75). Con base en estos datos
se determind si la incorporacion de colesterol en las MPH requiere de energia en forma
de ATP. La Tabla 7 muestra que en presencia del ATP, las MPH incorporaron 5.4 veces
mas colesterol en su membrana cuando se compara con las mitocondrias control. Por otro
lado, fa incubacién de las MPH mas colesterol mostraron un aumento 4 veces mayor ¢on
respecto a las control. Estos datos sugieren que la incorporacion de colesterol en las MPH

es mediado por un sistema proteico dependiente de energia.

Se ha observado que en la membrana mitocondrial externa de la placenta humana
se localiza la actividad de una ADPasa y una ATPasa diferentes de !a ATP sintetasa. La
hidrélisis de ATP por la ATPasa extramitocondrial se lleva a cabo en el espacio
intermembranal, dando como resultado que se estimule el consume de oxigeno sin
desacoplar la respiracion, lo que ha permitido sugerir que estas enzimas podrian estar
relacionadas estrechamente con el metabolismo mitocondrial (76). Al parecer, estas
actividades pertenecen a una misma enzima que tal vez sea una ATP-difosfohidrolasa,

la cual describid Flores-Herrera y cols. en 1997. Los autores proponen que esta enzima
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esta involucrada en la transferencia de colesterol de la membrana externa a la membrana
interna de la mitocondria, proporcionando el sustrato para la sintesis de progesterona
(76). Se ha observado que la actividad de esta enzima en particulas submitocondriales
se inhibe un B0% con 1 mM de vanadato, mientras que en mitocondrias intactas de
placenta hurmana con la misma concentracion de vanadato solo se inhibe un 40%, por lo
que para determinar la posible participacion en el transporte de colesterol de este sistema

mitocondrial, se realizaron experimentos en presencia y en ausencia de vanadato.

Tabla 7. Efecto del ATP y del vanadato sobre la incorporacién de

colesterol en las MPH

Colesterol mitocondrial incorporado (%)
MPH tratadas con : + Vanadato 1 mM n
Control 100 127.6123.6 5
275 pg colesterat / 393.4177.6 393.1£71 .8 5
mg de proteina
5 mM ATP + colest. 544 6£106.9 447 9496.5 5

E! 100.0 % de colesteral en las mitocondrias corresponde en este caso a 11.8 £ 1.9 ug

colesterol/mg proteina.

En la Tabla 7 se observa que al incubar solo con vanadato, 1a incorporacion de
colesterol en las MPH es similar a la que observd cuando éste analogo del fosfato no se

encuentra en el medio, mientras gque tratamientos similares en presencia de ATP
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mostraron que las MPH + ATP + colesterol y las MPH + vanadato + ATP + colesterol
contenian 5.4 + 1.06 y 4.4 + 0.96 veces mas colesterol en sus membranas al compararlas
con las MPH control, lo cual, a pesar de no existir una diferencia estadisitica entre estos
Iotes, la tendencia del vanadato es a inhibir la incorporacién dei colesterol, como se
observa en la Figura 4, sugiriendo que la ATP-difosfohidrolasa podria estar participando

en la incorporacién del colesterol en las MPH.

90

75

60

ug colestero! / mg proteina

30 ! 1
1 2
ATP+COLES. ATP+COLES.+VAN,

Figura 4. Efecto del vanadato en la incorporacién del colesterol en las mitocondrias de
la placenta humana. La concentracion de ATP fue de 5 mM, de colesterol fue de 275
ug/mg proteina y de vanadato de 1 mM. Las mitocondrias se incubaron a 30°C durante 1

minuto en la presencia de estos compuestos.
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DISCUSION

Los estudios realizados en las membranas mitocondriales del higado de la rata han
mostrado que éstas presentan una baja concentracion de colesterol; sin embargo, Feoy
cols. en 1975 demostraron que el contenido de colesterol puede aumentar hasta 3.7 veces
mas, principalmente en la membrana externa de las mitocondriales del higado de la rata
cuando los animales son sometidos a una dieta hipercolesterolémica, esto indica que las
membranas pueden incorporar en su bicapa mas colesterol del que tienen normaimente.
Feo y cols. también observaron que la concentracidn de colesterol existente en las
mitocondrias de los hepatomas AH-130, 3924 Ay 5123 de la rata, es similar al observado
en las mitocondrias del higado de |a rata enriquecidos con colesterol (8); |a diferencia es
que el incremento en éstas udltimas no es inducida ya que e presenta como una

caracteristica de la linea celular (Tabla 8).

La diferencia en la cancentracion de las mitccandrias de hepatoma AS-30D (12-14
pg/mg proteina) con respecto a ias mitocondrias de los hepatomas estudiados por Feo y
cols. puede deberse a que se trata de lineas celulares diferentes o al tipo de alimentacion
que recibieron los animales en experimentacién durante el tiempo de estudio. No
obstante, es evidente que ias mitocondrias de hepatoma de rata AS-30D presentan una
mayor concentracion de colesterol comparado con las mitocondrias del higado de ia rata
(3 pg/mg proteina). En cuanto a la creciente incorporacion del colestercl en las

membranas mitocondriales del hepatoma AS-30D, esta se llevé a cabo in vitro, sin que al
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parecer exista un mecanismo encargado de inhibir la captacién de coiesterol bajo las

condiciones experimentales con las que se tratd a las MHR AS-30D.

Tabla 8. Contenido de colesterol y fosfolipidos en las mitocondrias del

higado de la rata adulta, higado fetal, higado enriquecido con

colesterol y de hepatomas

Fuente de fa Colesterol | Fosfolipidos Colesterci Tasa molar n
mitocondria (ug/mg (mg/mg (ng/mg (colesterol:
proteina) proteina) fosfolipidos) fosfolipide)
Higado de aduito | 52+1.5 0.158 339 1:16.8 20
+0.012
Higado de feto 51+£11 0.130 39+ 11 1:14.1 4
t0.022
Higado 192106 0.182 107 £15 1:52 10
enriquecido con +0.008
colesterol
Hepatoma AH- 226+24 0.168 13424 1:.41 5
130 +0.026
Hepatoma 3524A | 202142 0.134 151+ 29 1:37 7
+0.008
Hepatoma 5123 324167 0.124 261 £ 91 1:21 8
+0.035

Los datos son los valores promedio + la desviacién estandar (DS). La DS de la tasa
colesterol: fosfolipido (pg/mg) fue calculado segun Worthing y Jeffner. El peso molecuiar
del colesterol es 387, y de los fosfolipidos es 700. Tabla obtenida de Feo y cols. {9).
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El método utilizado en los experimentos de incaorporacion de colesterol en las
mitocondrias del hepatoma de la rata permitio observar un aumento desde 27 hasta 365%
de colesterol con respecto a las mitocondrias del hepatoma de la rata control. Un
resultado similar obtuvieron Martinez y cols. en 1988, al incubar con concentraciones
semejantes de colesterol a las mitocondrias del higade normal de la rata {9). Con respecto
a la actividad de la ATPasa en las mitocondrias del hepatoma de 1a rata tratadas con
diferentes concentraciones de colesterol, se observd en general un aumento, que de
acuerdo con las investigaciones hechas por Calanni en las mitocondrias del corazén de
bovino, podria deberse a pequefios cambios en la concentracion del colesterol en la
membrana interna mitocondrial (78); sin embargo, serd necesario aislar particulas
submitocondriales del hepatoma AS-30D cen el propdsito de determinar tanto la
concentracién de colesteral como |la actividad de la ATPasa y correlacionar si estos

parametros estan asociados.

En la membrana interna mitocondrial se encuentra la cadena respiratoria
transportadora de electrones, asi como la ATPasa de protones cuya subunidad F, esta
orientada hacia la matriz mitocondrial; ia relacidon de ambos procesos indica el estado de
acoplamiento de la mitocondria. Dicha ATPasa de protones se encuentra altamente
conservada en estructura y funcion en la membrana de diferentes organismos como son
las bacterias y ademas en organelos como los cloroplastos, incluse se ha demostrado que
la subunidad F, de la ATPasa localizada en las bacterias, asi como en la membrana

interna de las mitocondrias del corazén de bovino, del carcinoma de Ehrlich y de las
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mitocondrias de la placenta humana, entre otros organﬁs, puede ser inhibida por bajas
congentraciones de oligomicina (76,79-83). Al estudiar el efecto de la oligomicina (1
ug/S00 pi) sobre la actividad de la ATPasa en las MHR control y en las incubadas con
colesterol se observd que en estas Ultimas |a actividad fue completamente inhibida (datos

no mostrados), lo cual indica que la fosforilacion oxidativa en la FyF, no se llevo a cabo.

En cuanto a la BSA, se sabe que si estd se achiere a la membrana externa
mitocondrial, provoca un aumenta en el valor de la determinacion de proteina y por lo
tanto la ATPasa disminuye (9). En los resultados (Tabla 2) se observo que la incubacién
de las mitocondrias del hepatoma de la rata mas BSA no modificd la actividad de la
ATPasa con respecto a las mitocondrias del hepatoma de la rata control, lo cual muestra
gue la BSA no se adhiere a la membrana cuando el colesterol es incorporado. Este
resultado concuerda con las investigaciones realizadas por Martinez y cols. en 1988,
quienes, al incubar las mitocondrias del higado de la rata con colestero! utilizando como
vehiculo BSA marcada radioactivamente con %, mostraron que la albimina iodinada se
libera totalmente en el primer lavado mitocondrial, lo cual permite comprobar que la BSA
no es retenida en la mitocondria, permitiedo la incarperacion de colesterol en este

organelo (9).

Se sabe que la cara citoplasmica de la membrana externa mitocondrial presenta
multiples proteinas, algunas de ellas permiten llevar a cabo reacciones de bigsintesis de

acidos grasos y fosfolipidos, asi como de oxidacion, e incluso, algunas permiten la
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difusion de moléculas con un pesg menor a los 10 kDa hacia el espacio intermembranal,
por ejemplo la porina. Con base en esto, al estudiar el efecto de la tripsina sobre las
proteinas periféricas de la membrana externa mitocondrial, se observo que la tripsina
degrada de manera importante algunas proteinas sin inhibir ia captacién de colesterol por
las mitocondrias del hepatoma de a rata, ya que la concentracién del esterol que éstas
presentan es similar al de las MHR incubadas con colesterol, lo cual indica que la enzima
no degrado proteinas invelucradas en el sistema de incorporacion estudiado. Por su parte,
la actividad de fa ATPasa mostrd un aumento del 50% tanto en las MHR + tripsina como
en las MHR + tripsina + colesterol, lo cual se podria deber a un efectoc combinado de la
presencia de colesterol incorporado en la mitocondria, con la degradacion de algunas

proteinas periféricas localizadas en la membrana externa,

En cuanto al control respiratorio, este varid entre 2 a 3.5 tanto en las MHR controi
como en las tripsinizadas, y en las tripsinizadas + colesterol. Martinez y cols. (1993),
sugieren que esto es debe a la elevada concentracion de colesterol que presentan las
mitocondrias en la membrana, lo cual produce cambios en su fluidez y ademas se
relacionan con fa disminucion de |a respiracién (5) un efecto similar con respecto al
control respiratorio fue demostrado por los mismaos investigadores al enriguecer
artificialmente con colestercl a mitocondrias aisladas de higado normal (9). Las
electroforesis realizadas con las MHR, las MHR + colesterol, las MHR + BSA, y las MHR
+ tripsina, confirman que la albumina no guedd adherida a la membrana externa

mitocondrial, ya que el patrdon electroforético en las tres primeras condiciones
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experimentales es similar. Por su parie, el analisis de las MHR + tripsina mostrd una ligera
disminucidon en el nimero de bandas con respecto a las mitocondrias control, lo cual
indica que |a enzima degradd algunas proteinas periféricas de la membrana externa
mitocondrial, pero a su vez, con base en la actividad de |1a ATPasa, se puede concluir que

la membrana interna mitocondrial se conservd integra.

Por su parte, los experimentos realizados en las mitocondrias de la placenta
humana (MPH) mostraron que al aumentar la temperatura de 30°C a 37°C la
concentracién de colesterc! también se elevd, esto sugirio la presencia de una enzima
proteolitica responsable de dicho efecto. Al incubar tas mitocondrias de la placenta
humana con tripsina a 37°C (es decir 2 enzimas proteoliticas), la concentracidn de
colesterol fue aun mayor; sin embargo, al incubarias con colesterol (275 pg colesterol por
ensayo), la concentracion final de esterol en los tres jotes (MPH + colesterol, MPH a 37°C
y MPH tripsinizadas a 37°C + coleslerof) no vario, sugiriendo que la tripsina degradd
alguna proteina relacionada con el mecanismo de transporte e incorporacion de coiesterol
en las MPH. En presencia. de 550 pg colesterol por ensayo,i?se observd una ligera
incorporacion de colesterol, apoyando la hipdtesis de que se esta(n) degradando
alguna(s) proteina(s) involucrada(s) en la captacion de colesterol. Sin embargo, Ia
incorporacién de colestercl a la membrana mitocondrial sugiere la posibilidad de que
cierta cantidad del colesterof captado forme parte estructural de 1a membrana, y el resto
se destine para |a sintesis de progesterona, par |0 que experimentos posteriores nos

permitirdn evaluar estas hipotesis.
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En cuanto a la actividad de la ATPasa ésta disminuyd un 70% tanto en las MPHT

como en las MPHT + colesterol, sugiriendo que la tripsina degradd a la ATP
difosfohidrolasa mitocondrial y que el 30% restante de la hidrélisis de ATP corresponde

a la actividad de la F F,.

Durante esta caracterizacion, se observd que en presencia de colesterol y ATP, Ia
incorporacion del esterol a la membrana mitocondrial aumenté 5.4 veces, indicando que
dicho mecanismo se favorece por la presencia del ATP. Un efecto similar se reporto por
Xuy cols. (1989} al incubar mitocondrias de las gldndulas suprarrenales en presencia de
GTP, logrando estimular la transferencia de colesterol extramitocondrial hacia el Cit
P450sce el cual cataliza la conversion del esterol a pregnenoclona, duplicando la sintesis
de esta hormena (68). Los datos anteriores sugieren gue los nucleétides favorecen el
transporte de colesterol mitocondrial, muy posiblemente a través de los sitios de contacto,
que de acuerde a Brdicza, permiten la transferencia de ADP, fosfolipidos y proteinas a la

membrana interna mitocondrial (84).

Con respecto a la participacién de la ATP-difosfohidrolasa en el mecanismo de
transporte e incorporacion de colesterol, se observd que en presencia de vanadato la
captacién de colesterol exégeno por las mitocondrias de la placenta tiende a disminuir.
En este caso, se sugiere que el vanadato ocupa el sitio del fosfato en la enzima,
inhibiendo la actividad de la ATP-difosfohidrolasa e impidiende la incorporacidon del

colesterol en la membrana mitocondrial (85 86).
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Con los resultados anteriores y con base en los datosrde la literatura, se propone

gue el transporte e incorporacion de colesteral en las mitocondrias del hepatoma de la
rata podria ser mediado por vesiculas como ya habia sido sugerido por Martinez y cols.
{1988) en las mitocondrias del higado de la rata, sugiriendo también que en dicho
mecanismo podria intervenir algun sistema proteico (9), el cual, de acuerdo con nuestrcs
datos podrian ser proteinas insensibles a la accidn de la tripsina; sin embarge, aun no se

ha logrado determinar este mecanismo.

En cuanto a la funcién de la ATP-difosfohidrolasa proponemos que esta se
encuentra asociada a los puntos de contacto localizados entre la membrana externa e
interna mitocondrial; de esta manera y en presencia de energia (ATP), la ATP-
difosfohidrolasa promueve la incorporacion y el paso de colesterol entre las membranas

mitocondriales para sintetizar progesterona.
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CONCLUSIONES

1.- Las mitocondrias del hepatoma de la rata incorporan colesterol in vitro.

2.- Independientemente de la concentracion de colesterol incorporado por las membranas
mitocondriales del hepatoma de la rata, no se observd un aumento significativo en la

hidrolisis de ATP,

3.- La incubacidn de las mitocondrias del hepatoma de la rata en presencia de tripsina,
sugieren que el transporte de colesterol no requiere de un sistema proteico, y que las

proteinas degradadas por la tripsina no estan invelucradas en tal mecanismo.

4.- No se observd incorperacién de colesterol en las mitocondrias de ta placenta humana
incubadas con tripsina, lo cual sugiere que el tratamiento con tripsina efimind alguna(s)

proteina(s) encargadas(s) de la incorporacién de colesteral.

5.- El incremento en la incorporacion de colesterol de las mitocondras de la placenta
humana incubadas con ATP, sugiere que este mecanismo de incorperacidon necesita de
energia. Ademas, el hecho de que la incorporacion de colestercl se inhiba por la adicién
de vanadato, sugiere que en el sistema de transporte podria estar involucrada ia ATP-

difosfohidrolasa.
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