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Resumen 

En algunas celúlasºesforoldogénicas el K•·participa C:6J1lcf un módLiladóf de la 

slntesis de hormonas este.roldes. Sin embargo, no existe Información acerca del 

papel fisiológico del K• en Ja plac;enta huma.na. 

Se estudió el efecto del potasio sobre \/arjas funciones mitocondriales, en 

presencia y ausencia de nucleótidos_:(!~ adenlna. En)as mitocondrlas de la placenta, 

el K• estimula la síntesis de progesterona,·así c6mo en la Incorporación de colesterol, 

la cual se favorece en, pre~e~~la ·d;~ ·~. y AT~. El ATP favorece la síntesis de 
, ' .·- -. ' - , ,, -.-~ , ' / .· ' ': ~ 

progesterona en las mltoc;ond,r1a~d~:fak1~ci~nt~ humana, lo que sugiere que al igual 
'} "<; :~ >; 

que en otros tejidos esieroÍdogénié:o~'.es .necesario el uso de energía para el 
> -,';' --¡~'~'. - -· -. - ... 

transporte de colesterolihaC:ia.las'.ínémbranas mitocondriales y de ahl hacia el 

citocromo P450~~c:,Est~,,pr<Jce5o.~afavóreée cuando se encuentra presente en el 

medio tanto el K• có-~()·:~I ~fp.s~?sJg;ere que tanto el K• como eiATP pudieran 

modular el transp'orte.é:la colesterol {ía síntElsis de progesterona. 

Los datosmu~st:an:~¡~¡J)el bioquímico que tiene el K• vía ,de síntesis.de 

progesterona en laá mitoco~drlas ;aísladas, pero todavía falta conocer el papel 

fisiolÓgico que tiene este catión 'éh las células de la placenta humana. 

'T'r.',::'Tí' r1" ·~r 
J :~ ... ·.~ . .: ._ t)lv 
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INTRODUCCIÓN 

Generalidades de los tejidos Esteroidogénicos 

Los tejidos esteroidogénlcos sintetizan diversas hormonas como los 

glucocorticoides, mineralocorticoides, progestágenos, estrógenos y andrógenos, 

utilizando al colesterol como sustrato. Sin embargo, el colesterol no .solamente se 

emplea para llevar a cabo la síntesis de las hormonas esteroldeas, sino que es uno 

de los principales componentes de la membrana celular. Su presenCia permite la 

curvatura de la membran~ al Intercalarse entre los fosfollpidos de la bicapa, además 

de regular su fluidez [1], aumentando la resistencia celular al daño flsico. La 

distribución del colesterol en la membrana plasmática es asimétrica, dando. como 

origen la formación de mlcrodominios; que parece estar relacionada con la 

concentración de esfingomielina. Estos microdominios podrlan estar.Involucrados en 

mecanismos de transducción de señales, así como en la asociación y distribución de 

llpidos y protelnas membranales [2,3], pero el mecanismo que está)nec!lando la 

distribución de colesterol en las diversas membranas celulares tÓc!avía no si conoce 
. ·' ·- ·- .· = 

[4]. La distribución asimétrica del colesterol no es exclusi~·~ de la rT1embrana . . - - ·- ,.' . 

plasmática, sino que también se presenta en las merribranas · de los distintos 

orgánulos [5]. Se sabe que la concentración cie cole~ter61 >e~ la . membrana 

plasmática de cualquier tipo celular 'sano es de ~pr~~lm~da~ente 3~ µg/mg de 
·. ,. ..·-· .. ,•; 

protelna [6]. mientras que su concentración dismi~uye! en • las membranas 

intracelulares, siendo la membrana Interna de la mltocondria la que presenta la 

concentración de colesterol más baja, entre 3 a 5 µg/mg de protelna. 



Debido a la importancia que tiene el colesterol en la fisiologfa de la célula, su 

metabolismo está altamente regulado y depende de tres procesos que son: 1) El 

aporte de colesterol a la célula a través de la captación de las lipoprotefnas de baja 

densidad por medio de receptores membranaies especificos, asf como también de su 

sintesis de novo en cantidad suficiente para satisfacer las necesidades celulares. 

Estos dos mecanismos participan en la homeostasls en la concentración de 

colesterol celular. 2) Su incorporación y distribución a las diversas membranas o bien 

en los depósitos especfficos si las células los presentan. 3) Por último, su 

transformación en sales biliares y en hormonas esteroideas. 

Dado el papel que tienen ~stas hormonas para la comunicáción Intercelular, es 

necesario conocer los. mecanismos que regulan su sfntesis. La blosfntesis de las 

hormonas asteroides se inicia con el transporte dél col~st~rol des~e sus depósitos en 

el citoplasma hasta la. membrana. externa . ~1t6C:ari8r1a; y ~e. ahi a la membrana 
- - ' . - ·.· ·.. -.-. ~ ·: "; . ·. . . 

interna, en donde se encuentra I~ c~d~c~a ~el/cltocrC>rno P450scc (2ide gleavage 

ghain). Esta.cadena se encuentrafor~ad~;pb~ la ~drenodoxina reductasa q~e recibe 

los electrones provenientes del NAbPH: una adrenodoxina y el propio citocronío 

P450scc, que corta la cadena lateral d~I colesterol una vez que éste ha sido reducido 

dando origen a la pregnenolona [7], la cual es precursora tanto de la.progesterona 

como de otras hormonas asteroides (8]. En todos los tejidos esteroidogénicos se 

considera al transporte de colesterol del citoplasma a las mitocondrias como el paso 

limitante de la via [9]. La velo'cidad de sintesis de asteroides en los diferentes tejidos 

está controlada p~rl~;~r~~ehcia de diversas hormonas péptldicas especificas para 

cada tejido. Por ejemplo la hormona adrenocorticotróplca (ACTH) aumenta la sintesls 
'. .· .. ; .. - ··;·.-

de glucocorticoides en lá corteza suprarrenal de las células de la fasciculata; 
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mientras que la anglotensina 11 (Ali) y el potasio (K•) aumentan la síntesis de 

mineralocorticoides en las células suprarrenales de .la glomerulosa; (10], la 
- -_- o- ----- - --·- ·=--- -=--=-"o-o"-=---oo- - ~-- - --- - - - . - -- --- o-o~- o;_-'-=.=--0:,c'._,,_-~-=._-,o-;;;-;=---=.=--.'.-----;'o.-o-..:.'--'-·-·-.,- . • -

gonadotropina coriónica. (GC) o Ja hormona luteinizante (LH)~~slimuÍán Ja síntesis de 

progesterona ~~ las células del cuerpo lúteo (11], y Ja LH I~.~re~e~ta I~ síntesis de 

testosterona en las células de Leydig (12]. 

En la mayoria de los tejidos esteroldogénicos la respÚesta .celular ,a un 

estimulo hormonal consta de dos fases; Ja primera es .denbmlnada ~gud~. en la cual 

hay un aumento en la captación de colesterol de la~Íipoproteírías ~~ b~ja densidad 
' . . ' .' ,· ," -

(LDL) [13], a~í como su movilización 'de los depósitos específicos hacia la 

mitocondria. oc~siona~do un aument~: en la. concentración de colesterol d1~po~ible 
. . - . . .· - .,, .. ;- .. ,·,.~- . - : ' . ··: -

para el citocrofrio P450scc: e. Incrementando la síntesis de pregnenolona. Esta fase 
- ···'· - -·::-· ··' -- .- ·-· -· ., . ., ' 

ocurre en los 
0

pr1rri~ros 5 ;n,n~tos después de que se lleva a cabo. la. unión :de Ja 
.-· <> ... <>:· ·-'>·:: -... :>·: ,_ ' :'.::::_·:· <: 

hormona con su receptor/y no hay síntesis de novo de las enzimas de la.cadena 

asociada al citocrorno~45dsctLa segunda fase de la respuesta esta l~p!a.6\~Jflc.a, 
existe una estimulación en lii _h·ascripción del ADN como réspuest~'. al estimulo 

hormonal, lo que permite mantener Jos niveles apropiados de :~n~Irria's~y~p~otelnas 
.- ., __ . '.;, ··' '-"- 'i_--- '··'_•- '· -

"''-'-

que se encargan del transporte de colesterol asl como de aqu~iias qué constituyen la 

cadena de electrones asociada al citocromo P450scc. [14]. 

'T'P.t"!'!'(' cou 
i ..... , L'l 
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Figura 1. Esquema general de la slntesis de hormonas esteroideas. 
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El Transporte de Colesterol 

En estudios realizados 0 en las e glándulas suprarrenales, se encontrócque las 

proteinas que se encargan del transporte lntraceluiardélcolesterol se pueden dividir 

en dos grupos: 1) a~ueilas q~e transportan al colesterol desde el citoplasma a la 

membrana externa. de .la: miiocondrl~ y 11) las que lo transfi~ren desde la membrana 
- .· .'_;_·· ':·.·:>~· . -. ·-.. '·:.'.< .. ;_ ... '··> _: '::>- : 

externa mitocm1drlai·a'.la interna. Algunas de estas proteinas incluyen a la protefna 

acarreadci.ra ~·e é;~te{§1e~;(SQP2 deljnglés §.terol .Qarrier E.roteln), la cual tiene un 
:-'.-:.-:~- ;:-._,.: ;·\;:_,::·:f:.< ··_:: .. ___ -.. ··>· .... "'-_/ __ ,_ - .. -. 

peso moh~cular dé 13 kDa e1n.vitro es capaz de llevar a cabo la transferencia de 
' ... ·¡··;· ·' 

varios esterol~~. ~n ~oridiciÓ~es fisiológicas la SCP2 presenta una pobre actividad 

de traíÍsportJ~e,:colesterol, a.demás de una baja especificidad para movilizar este 
. ·: ·-... .• 

esterol[ú5¡; En las glándulas suprarrenales un estimulo con la ACTH, promueve el 
- ·.:. . -: -~: -·. . . , . . 

transporté de colesterol desde el citoplasma hasta las mitocondrlas donde se 

acumula; d,espUés de tratar a las células por 24 horas con la hormona aumenta la 
- .;:_--. .- - :<-- ·,_ 

enzima presente en el cltciplasma[16]; no .obstante, el papel de la SCp2 en .el 

metabolismo esteroi~~génic~. aur'I ~() e~ claro. ~~ este tipo celular ta~blén se 

encuentra· prese,nt~ ,~1 ~#tldo ;~U~dbr di la estéroidogénesis, (SAP •del 'Inglés --.-,-.- ·,-~-;;" ·:'."';':" -,-~;-<. ,-::_·- ·.- --·'1··- ,· -::y-·- . ,,._ -- --.- _,,_ - -_, ___ ' - - -_ . - _- - -. 

§.teroidogenic ~clivator EÓlypeptlde)O'~I cual ilene un peso molecular de .2.2 kDa; y es 

el produCÍodé.iá,hidróiisis de la prciteirlél de chóque•térmiéci. GRP~7a;·estahidróiisis 
es promovida por AMPc ·. ¡171 .. L~\ SA~ requl~re GTP para tral'lsp~rtaFa1 'colesterol 

. . . - ' . '. . ,, - ' '''. ·,. .·. ,·.. . - . . . ·. ' ·. . -~· ' .. ·-; -~-· '. . :. 

entre las membranas rnitocondriales l'l'ast~ el iitorirorho P450ácl s~ hii''de'smostrado 

que la presencia de SAP no 'es,esei~c1~1Jara 1 11ev~r :~ c~bo·· el transporte de 

colesterol, por lo cual no se le considera como úna proteina Indispensable de la 

esteroidogenesis [18]. 

TEDI~ CON 
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La protelna reguladora de la esteroidogénesls aguda (StAR Steroidogenic 

8cute_B.egulatory),tanibién_ está lrwolucradaE!n el. rn.etéJ.~Ollsmo.ML'!1()11éll.Jiei:i_e u.11 _ 

peso molecularde.30kDay~e ~xpresade'manera abundante en las.gónadas y la 

corteza suprarrenal, ~~¡ c:~rr1d_t~~blén ~n t~jid6~. no esteroideos cdmo el riñón. De 
• - . - - ·• --.·:;;~; •• :.-· - - --- ., ' - _, .•. ': ,- • '. -·: ·'- ·- •• -, ·;.-: ce. - -- \ ___ ---- • -- --' -- '-'-- '-, . -

manera parti9u1af,-iaºpiac~l1ta iiúri,aria q~e es. ugte]iclo esterofd9g~~lco, no expresa 

la protelna siAR"[19]/ D~spllés.de presE3nt§lrs~ el estimulo hc:irmonal/(ACTH, LH o 

HCG) existe un aum'entci dei RNAmpara la protefna StAR mecllado por el AMPc. El 
~ --~ : :O' - :.-

precursor de ~tÁR.se' slnt~tlz~ rápidamente d~rante'i1a.fa~~ ~~lid~ de la 

esteroldogéne~is;/el/6ual e~perlmenta dos cortes proteofftic6; ~ri Jf'. e~~remo N-
----~ . . -- '·:.·. ''.::::.- ;:{·' 

terminal [20] 
1

dand6 6'rigen a. la forma madura de la protefna; la c@1 '~.s cl1:1gradada 
.. - .. _->< :-_---, .. ·- - .. '.:,' -_ --~--- ;":::·._>.:\-r '._:~-< :-.: :< . 

una vez que ha tran'sportado el colesterol a la mérnbra~a lni~r11a y: .se 9,ncuentra 

dentro de~la ~itocon~~ia [21). Hasta el momento, la §~~ e~)la ¿nid~ pr~t~l~a I~ cual 

ha delTlostrad.ó un papel Indispensable en. la ester(¡ido\;i'én~ªl~.:ya.qu~ SLI ausen.cia 

provoca -la e.ntermed~d congénita denornin_ada:hlper~l~sl~'.,acj'ren~L li~óide [22]. El 

mecanismo mediante el cual la protelria ·'.siA'R tl"~nifi~re el C::ofost~rol ~ntre las 

membranas mitoc~n~rial'es no h1sidb e:stabl;cldo, ~Ín e~bargo se ha propuesto que 

pudiera ser a través de la for111.ac:iÓ,n de puntos de Únión entre las membranas 

mitocondriales. 

Los Puntos de Unión en'la~,-~ifocondrias-. 
La pre~Emcla.(je siti~sjd~;contacto o puntos de unión entre las membranas 

mitocondriales se: cl~s~rlbi~ 8dr ~dmera vez por Hackenbrock en 1968 [23), siendo 

definidos com~o los
0

~it[osen,los b~·aÍ~s se realiza una semifusión de las membranas 
-.--_-, ---·- --·- - --,--.--., -

mitocondrlales. La fornia~lón de los puntos de unión es un proceso dinámico, cuyas 

estructuras agregan y disgregan constantemente en la mitocondria [24). Los puntos 

---------··-
'Y'"'"Tr> ,,.,,._ .. " ··~ 

'~ .. · "., ' ....... ~:llJ 
tifl.LLA DE ORIGEN 
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'· . 

de unión participan en el transporte de las proteínas ~ito_condriales que se sintetizan 

en el cit()pla~~~·-e~_el met~bolisl"llo e_riergétlco, así como en_ el proc~so apoptótico. 

Debido a la estructura qÚe.pres-entan 1Ós ~LintC>s de unión han sido propuestos como 

la vía de ingreso d~I c~lest~~61 a la m~~brana interna mitocondrial. 
' ,·',. ' 

En los estudios llevados a cabo en las glándulas suprarrenales, el grupo de 

Kimura [25), observó _que al estimular a las células con ACTH se presentaba un 

aumento en la velocidad de síntesis de fosfolfpldos, lo que resultaba en un 

incremento en la concentración de fosfatidilinositol y fosfatidiletanoiamina en la 

membrana mitocondrialexterna [26), así como en un aumento en la concentración de 

Ca2
• libre en la matriz mitoco11drial [24,25). Esto favorece un cambio conformacional 

de la bicapa lipídica hacia la fase hexagonal, a través de la cual se puede favorecer 

el transporte de colesterol entre las membranas mitocondriales y, por lo tanto, se 

proporciona el sustrato para .. la esteroidogénesis. En este modelo propuesto por 

Kimura [25) no ~e tc)rria en cuenta la exis_tencia de las proteínas transportadoras de 

colesterol descritas anteriormente. 

De manera alternativa, el grupo de Jefcaote [27) propuso como modelo de los 

puntos de unión aquel en el cual se incluye la información reportada para las 

mitocondrias de hígado de rata durante la fcisforilación oxidatlva, así como la 

presencia de la crea tina cinasa, que se encuentra en el espacio intermembranal en 

forma de dímeros y ·que al formarsl:i el punto de unión se autoasocia a una 

configuración octamérica [28). Al pareh~r: lá creaUna cinasa se une con la porina que 
!· ' ,.• 

está asociada a la membrana ,externa mifocondrial y con el translocador de adenín 

nucléotidos, el cual se localiza en la membrana interna de la mitocondria, 

formándose un microcompartlmento que funciona como un túnel que permite el 

TESIS CON J 
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intercambio de moléculas (29]. En estos puntos de unión también se ha descrito la 

presencia deJa_glutatión transferasa y de u11a fc:J~fop,ro!~llJ~~de¡~3Q kga, la cual 

pudiera estar directamente relacionada con el transporté de.colesterol, además de la 
- ; - _, ·., . 

adenilato cinasa; la nucleótldo difosfocinasa (27] y el receptor de benzodlacepinas. 
- . . . - ·-··: ~. :-· - ·--·e: :. ·, - -·· ·-- - -, 

Este receptor ha sido asociado a algunas funclohes fiiioiÓgicas como son los 

procesos de proliferación y crecimiento celular (30],·y e~16stejidos esferoldogénicos 

su presencia es abundante, por lo que se ha su~~ri~~ q~~ su pr~sencla pudiera estar . . - . ' ' ,_ .. · ,,. . ,. ; . . .. 

relacionada con la. esterol~ogénesis(31],•aGnqu~:n6 h~~ d~tos que lo confirmen. En 
... . ,, ' ,_ .· ,· ·' - . . , ..... _,- . 

respuesta . al · estimul~ .· horniÓnal /p~r. ACTH; e~t~ receptor ·se encuentra formando 
,·, '.','. ,,.'.' ·'e,; ;· .. , ., • • :- ,•· • ., , , , -

agregados de cÚi\tro;:.,a ··s:Sis~m~téC:ulasí.'10 ~ue fayorece la formación de un poro 

mitocondrial. o d~ Ju;,t~~ de ,unión é~tíe las membranas, lo que facilitarla el 

transporte ~e colester~I (i~1\ 
La Jorrnacl~n :~e 'lo.s p,uri,tos cíe ¿nlóh no solamente se favorecida por los 

cambios en I~ ~ºrnPº~icitJn ,j~ldl~~ yfa ~~tru:ctura membrana!, y por la asociación de 

diferentes enzimas qúe pennlteh la formaéió~jde un canal a través del cual se 

pueden transportar diversas ~01écula's, ~In~ qu: también el aumento en el volumen 

mitocondrial favorece la aparici6ri d~Jos sltibs 'd~ ,contacto. El grupo de Lambeth y 

Stevens en 1985 (33], demostrara~• que en ·las'gl~~dÜ;las .suprarrenales existe un 
.- .. · .. · : >:·· ·:·_--,··. ;_, .- ·. -"·t: :.- r; ;: ·-.·~:: . ... 

cambio en el volumen mitócondrlál de~pu~s_de ¡:ffes~:~tiif~6-e1 estimulo con la ACTH, 

lo que podrla favorecer I~ pre~en~la derosi~i¡¡J~d;~•c'~d~ta~tb.é1 estimulo hormonal 
<·· 

puede generar un cambl~,en la é:Óricentr~é1Ji1 d~;lon~Úlo ;cual resulta en un cambio . ·-. . : . --- . . . . . :;!~'.'. ,. '• .. :,.;-::·:,' ::~·::-:'.;~ ., ·. . -. '" -
-~ "-~ 

en la actividad mitocondrial. , ·•-"••~ ,,.; ;.~; .. <: ~).· 
Los cambios e~ la actividad celula/y ·~lt~'~ondrlal asociados a la presencia de 

. ·. ' : :> ·,' . :_·.~ '< : 
Iones han sido estudiados por el grupo de Hallan, el cual ha demostrado que al aislar 
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a las mitocondrlas del hlgado de la rata en medios que contenían KCI o NaCI como 

agentes osmóticos, existía.un.aumento en el volumen de la matriz mltocondrial y una 
-- - -O----~--=-·--,,- ·=--~:--o -=·-=---.:-~·c"o-o--_-,--===-o·,:;--__ -;;--=.-.-- -o-'=-·-=-co =-=.---,--=----"''-º-'-'---''--:;:;--=·--º--~.,_-=- o---=""-='--;,---_-,,-_==-00--===---=-=-------=c¡o-==-= =-=--'-'--o_ --

disminución de la. fue iza' protón~motriz [34] .. lJno¡"ae'.Ios catlone~ cuya concentración 

en la célula se. encuentraaltamE'.lnte'regUlada .~s el· K•,ya gue· uríiauniento .en su 

concentración · citoplásmática conll~v~·ia un hlnch~ml~~to mitoc~ridri~I •. Este 
·- - :: :._ <'.<:- -~ --.- --_-::'.~- .• -.. - -,-. '::.- .-- :~ .... -- "'· --~~> ::·:::'.--. -_ -

fenómeno ha sido descrito por Halestrap [35]1 quien describe que los cambios en la 

concentración de K+ en la f11it~condria; producen un aum~nto del volumen de la 
- '.• -~. ' ' . ;. ' '· ·I,; . • 

matriz, que a su vez estimula el co~~~~o mltocondrlal de oxígeno (e~tad6 3 de la 
;.·· ,\'. 

respiración mitocondrial) que fave>re~e,la ~íntesls de ATP y la oxidación de sustratos 

en el ciclo de Krebs. 

Papel del Potasio en las Gélul~~iEsteroídogénícas 
Las glándulas suprafreríales se encuentran divida en tres regiones 

denominadas granulosa (superficial) que sintetiza aldosterona, fasciculata que se 

sintetiza cortlsol y corticoesterona, y la reticular en la cual se sintetiza 

dehidroepiandosterona y androstenodlona. La esteroidogenesis en las diversas 

regiones se encuentra regulada por la presencia por varias. horinonas. de origen 

peptídico. 

En las células de la glomerulosa eLe~Umulo puede estar.dado porACTH, así 

como por la presencia de angiotensina 11 (Ang.Il), la ¿l1aLactiva ~laJosfolipasa e 
. . - _, .-;_.-ól-; ·.- --- 1- - •• - --- -· ·--- -

liberando. diacllglléerol. e lnositol 1,4,5-trifosfato (IP~)· ¡3af;: ELdiacilglig~rol activa la 

proteina cinasa C fosforilando diversas proteina~. entre ~llas la StAR. Adicionalmente 

el IPJ aumenta la concentración de calcio intracelular al estimular la liberación de 

éste de sus depósitos celulares [37,38]. 
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Sin embargo, las células de la glomerulosa no solamente responden a la 

presencia de Ang _11,.sino que otro de Jos.agonistas para_la slntesis de aldosterona es 

el K+ ,[39] es capaz de abrir los canales de calcio dependientes de~bltaje del tipo L 

y T [40]. Los canales de tipo L se caracterizªn ¡J()r(lermitlr la entrada dei Cél2
+ de 

manera sostenida, su regulación está m¡:¡di~da . por la vi.a de • la f()sf9[Hac1Ón de 

protelnas dependientes de AMPc, sú inhibición por ag13ntes f~~m~c;olégicbl!i como. la 

dihldropiridinas y benzodiazeplnas [4Ú, Por.ot;él parte, lo~·céiinaÍ~/;tlpo T se 

caracterizan por su rápida inactivacióni ~e;nlitlendo un flujo tr~nsitdr1ld~ ~~2· y son 

insensibles a los antagonist,as'p~ra c~2+ [42]. El áumento. en la c~~cehtraéiÓn de 

ca2
• Intracelular a través d~· estbscanales, favorece un aumento de la expresión de 

la protelna StA~,.esÚrnulanc!6 la slritesis.de aldosterona. [43] 

El citocromo P4SOscc se encuentra formando agregado~ cgn otras protelnas 

de la membrana Interna rnltocondrlal, ya que la formación del ~ornplejo ternario 

funcional con la NADPH-adrénoxlna reductasa .yla ~dr~no~lna~ req.ulere del 

desplazamiento del citocromo P450scc rcmipiendo ésto{agr~gados. Esta ruptura . - --- ~- . - - - . - ' - - -

puede promoverse mediante un é:ambi~ e~ la con~~ntracl~~ de potasio mitocondrial 
,. __ ··.c,'.'.c"•,•,· oc._, __ ,_; . _ 

[44]. Al propiciar la agregáció~ eritrf!las enzimas queforman a la cadena de 

electrones asociada al citocromo P450scc se favorece la transferencia de los 

electrones y protones que procEiden}del NAClPH hasta el colesterol, y se estimula la 

vía de slntesis de progesteróna. 
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Figura 2. Adrenoxina reduétasa, Adrenoxina y Citocromo P450. 

Esteroidogénesls en la Placenta Humana 

La placenta es un tejido esteroidogénico transitorio que se encarga del 

intercambio de una gran variedad de metabolitos entre la madre y el feto. La placenta 

cuenta con diversos sistemas de transporte que le permiten satisfacer las 

necesidades del feto. Asimismo, la placenta es capaz de sintetizar hormonas 

proteicas y esteroideas. Entre las hormonas proteicas se encuentra la gonadotropina 

coriónica (hCG), que regula la slntesis de progesterona en el ovario durante el 
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primer trimestre del embarazo, asl como la declduallzació.n del endometrio y de esta 

forma permite la implantación del embrión (45,46]. Otra hormona proteica sintetizada 
= --- --·--'·==-'" .,,_-o;o_~~"'·~=--·-~-------.·- ... · __ '. ' --

por la placenta es el lactÓgenó placántario (hPL..), que se encarga de regular el 
,_ ·.· 

crecimiento fetal (47,48]. La prolactina decldual (dPRL) es una hormona proteica que 
- .. . º·'' 

" . . 

se encarga· de r_egulár e¡I volumen y la concentración iónica en el liquido amniótico, 

además de impedir que se lleve a cabo la contracción uterina (45]. 

Entre las horma.nas esteroldea la placenta sintetiza más de 300 mg/dia de 

progesterona.durante el último trimestre del embarazo. En el inicio del embarazo, la 

progesterona actúa coiTio un agente lnmunosupresor, permitiendo la Implantación del ..... . · .. 

óvulo fecundado (4~,5~] y la cbntinuidad del embarazo, perlo Cl)~l lJ~a.dlsminución 
de la progesterdna sanguirjea trae consigo un aborto espontáneo; Durante el primer 

trimestre del e~ba~~z6 ¡I 6uerpo lúteo es el principal produ~t~r '.9EI prog$1terona y a 

partir del segundo írimestre la placenta comienza a ser la fuente mfiS importante de 

sintesls de pro~est~rona. permitiendo el desarrollo fetal rsü.A~ig~;; qLJe en otros 

tejidos esteroidÓ~énÍcos; en la placenta se considera al transport~ d~ col~sterol hacia 
' ·. . ..-- , .- ~.::·o 

el citocromo P450scc como el paso limitante de la slntesls hormonal; 
-~<~ ··-.:~·-.: __ ._:~- ' ,-• 

. En muchos tejidos, el transporte de colesterol en las gónadas y glándulas 

suprarrenales está mediado por la protelna S!AR; i;i~ embargo, las células del 

trofoblasto, que:son las células activas de la placenta; río cuentan con.la protelna 

StAR. La ause~cla de: ~sta proteina en•l~pl~¿~n;~ se confirmó mediante el uso de 

técnicas de lnmÜnohlstoquiíllic~ y:~e 1JiC>1d~ia IT1~1e~ular (19]. 
. .. ' ~~ "'·' ' .,, . ' ' .- - . . . \ 

La aus~nci~ pJ~c~nta,ria ~·El la i:>rot~iná StAR se describió inclusive en 

embarazos 9uyos productós pr~seritarOn el slndrome de hiperplasia adrenal lipoide, 
. • ' '• ' . L. •' '' 

el cual se caracteriza por la Incapacidad de la célula para movilizar el colesterol hacia 

-~ TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

18 



la mitocondria para su transformación en pregnenolona, presentándose una 

acumulación de colesterol e_n •e¡ cjtopl~:;m<!__ [!)2].:_E~l()S_ l"esult~9_os_ in~ican que_ Ja - --- -------------·----- ---- ----- - - - . - -

placenta humana no requiere···.de la 'p~6t~1n~' stÁR ~a~~ ~r~aU~~r sus funciones 

esteroldogénicas, y que la modulación de la slnt~si~ d~'prOgesterona debe involucrar 
"- -- - -· - . ·- '· '-- ·"· ,:- .,_,·___ __,_ •. --"cC''- -.,,, '- - -:_ ,._', _, -----~ ._-_ ' .• :_'' _: -

,_,,_-. _,_ ... -. 
otros mecanismos. :,<·--; ~ 

Al igual que en los otros: teji~§s ~stei6idéos; ~I tr~nspo~~A~ C()IÉlsterol en las 

células del trofoblasto es llevado a' cabo por proteínas: úría deiestas protelnas que 
_ - -:·.-· . : ·:.:_ ;· :,~:~·-_;.J.,~L_.::;·;(-. .;:.·--:.._:- · ,,:·-)1 • <~·-<<·· . .;:.-·.~.' '->t. '.:;. :: .. :·:,, :.·,. --

que probablemente sustituya a la pr6tefüa l:>t.AWtra'nsp9A?rido el colesterol (53). La 

presencia de la protelna MLN.64 ~~ d·~·scribi~,cpOipa;=neia .\i~z en las células de 

cáncer de ovario y glándula m~nl,élfl~;[5~j;y'.pri~ent~ una alta Identidad con la 

protelna StAR; las dos protelnéls cuent~n. c:c)n u~ domino llamado START, el cual se 

ha relacionado con la capacidad d~: fii~r CClle~terol, faC:Hitando su transporte hacia la 

membrana interna mitocondrlal (55]. Al transféctar _c~lulas COS-1 con la protelna 

MLN64 y Ja cadena del citocromo P450scc, se observó un aumento en la síntesis de 

progesterona de casi el doble, con lo cual se demostró la· participación de esta 

proteina en la esteroidogénesis [56]. 

Otra de las proteínas que se encuentra lnvolllcrada en el transporte de 

colesterol en las mitocondrias de la placen!~. huma~~ ~s ullá ~~rina;' identificada con 
• .. -,- ¡-,,,,- ·::;- .·-· ' ,---.· ·; ...... _. '""""" -. 

base a la secuencia que presenta ~¡, sUaÍ111r1d.t~r~fnal,Ja cuél1c6r'lcu~'rda con la de 

las porlnas de la membrana extem~; m;~~d~ridriál. Es~~\ ~~rlrí~ tlén~':un peso 

molecular aproximado de 30-34 kDa'.·, ¡siJ. ~e h~, d~ic~ito :~ué'alg~n~~;,~ói1n~s unen 
- ~~ - _,-. - . :....: . -_:..:___' - . ' .'. -- - ··. ' - ' - ' ' ' . . . -

colesterol facilitando su incorporacI~~ a l~s ~~~branas mitocondrlales (58], y su 

presencia ha sido descrita en .los puntos de unión que ya se mencionaron. No 
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solamente se requiere de esta porina para llevar a cabo la incorporación de 

colesterol en las mitocondrias de lacplacenta humana, sino que también se ha 

descrito la participación ~e yna• ATP-difosfohldrolasa (apirasa). La apirasa se 
,. -, __ · .. _,_- ,: ·."-

encuentra fuertemente;unldá.a·las membranas mitocondriales [59]. Su participación 

en la incorporac:ló~ d~: col:st~~oi'·s~idemostró cuando las mitocondrias fueron 

sometidas a un tratami¿~tC> ~o~:tripiina en la cual se perdió la actividad hldrolltica de 

esta . enzima., y Ja 9bnc:;.13ntr:d~n .~~ •cole¡sterol presente en las mitocondrias no 

aumentó al adiciohél(coles~~ró!'externó, sugiri~ndo que la apirasa podría participar 

en este proceso [q9]. 
~ .. \. ~. . . 

En la actualidad no se cC>n<JC:e ~I ;Tlec:allismo mediante el cual se regula la 

sin tesis de progesterona en la placent~ hµrnána ni la participación de cada una de 

las proteínas mencionadas en este proceso, ya que se desconoce si la placenta 

presenta una respuesta de tipo aguda a un estímulo hormonal como sucede en otros 

tejidos esteroldogénicos. SI dejar a uno lado la respuesta al estímulo hormonal uno 

de los posibles mecanismos de modulación por el cual la síntesis de progesterona 

podria ser regulada es la concentración de cationes. 

Al igual que en otros tejidos, la ·concentración .de. f<;. p~~~~l1te 'enria placenta 
_- - ·,-:'.:_:·_·~.\---'~---~.:~-,\_~-: .//;_ :··;_.·:-. -~:; 

está modulada por los diferentes tipos de canáles. Se han· descritó caflibiós de tipo 
' --- '"'· : ';" 

morfológico en las mitocondrias de la placerita:t1uh18~~ i:i'islélda~.én un' medio 
;.;._·:<< ' ---;·, ''.~~·-. e 

isoosmótico de K.·. + eri lugar de·• sacarosa té:lrrlb'';!i'¡férit~'lC>~fnÓtÍéo; póÍ 1.o ·éual . estos 
; ' . , .- : ---· . ·. '. ~' - '<. ": :.- ... -. .:-- :;;e-'.' ·: .. ; '• ·' :; .. ':;: 

cambios morfoiÓgidos &o ~stán a~o~l~do~.~~n\tía;6,srn6i~:.rÍd~~ q~~edio. Las 

mitocondrias .. dedaL plaé:e¡,ta. iiuman'a~ na; pres~ntan. cambios . en su actividad 

metabólica ni de tfan~porte cÚando ~e iliduC:en ~~mbios de osmolaridad por medio de 

sacarosa, sin emb,argo :~tos cambi~s sí. se observan cuando se utiliza K+ para variar 
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la osmolaridad. Esto ha permitido sugerir que el K+ podrla estar involucrado en el 

mecanismo de regulación de síntesis de progesterona in_vit[o . ... 

HIPÓTESIS. 

SI la concentració.n de. K+ se encuentra. modulada en· las mitocondrias de. la 

placenta humana entonces cambios en la misma podrían modificar su actividad y por 

lo tanto servir como un sistema regulatorio de la síntesis de progesterona. 

OBJETIVO GENERAL 

Establecer el papel que tiene el potasio en la esteroidogénesls mitocondrlal de 

la placenta humana. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar el papel del K+ sobre la actividad . hidrolftica de la ATP

difosfohidrolasa · (aplrasa). 

Evaluar el papeldelK•<sobre la respiraclÓnmltocondrial. 

Determinar el efec,to. dél, K+ enla ~fnt~sis'de p~ogesterona; 
' :> " . '> ,' ' 

Determinar el papel del .. K•. en la incorporación de colesterol. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislamiento de las Mitocondrias de la Placenta Humana CMPHl 

Las mitocondrias se obtuvieron•de:placentas humanas a término y fueron 

procesadas dentro de los ¡:>ri1111iJro~ 30 _minut()~ de¡spuésde su exp~lsión según el 

método reportado por Martlnez:y c9't~. en 1.gaf [61], ELt~Jldp se lll.ant.Llvo en u11 baño 

de hielo y se lavó en un rríedi~ de sa~arosa 250 mM, E~T~ 1 ~M pH 7.4 .(medio 

sacarosa-EDTA). Se. extraj~r~n;lodcoÚl~d6nes•de Ía piace~tél y se homogenizó con 

un Polytron en dos pulsos d_~45.segu~dos}adauno. El homogenado .se centrifugó a 

1,250 x g durante 15 ~1n'~tos a 4ºC. El sobrenadante se centrifugó a 4,068 x g 

durante 1 O minutos para quitar las mltocondrias pesadas provenientes del 

citotrofoblasto. Nuevamente se recuperó el sobrenadante, el cual contenla las 

mitocondrias del sinciclotrofoblasto (62] y se centrifugó a 10,250 x g durante 12 

minutos a 4°C para recuperar las mitocondrias, las cuales se resuspendieron en el 

medio de sacarosa-EDTA y se centrifugaron a 1,250 x g durante 2 minutos a 4°C 

para eliminar los eritrocitos contaminantes. Finalmente el sobrenadante se centrifugó 

a 11,220 x g durante 1 O minutos a 4°C y el paquete mitocondrial se resuspendió en 

un volumen mlnimo de sacarosa-EDTA. La protelna mitocondrial se cuantificó por el 

método de Lowry (63], utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar. 

Hidrólisis de ATP y ADP en las MPH 

La actividad de hidrólisis de ATP y ADP se determinó en las MPH en un medio 

que contenla 10 mM malato, 0.2% BSA, 1mM EDTA,10 mM Tris, pH 7.0, 1 mM 

MgCl2 y concentraciones crecientes de K+ (20-100 mM). Para mantener constante la 

osmolaridad del medio (250 mOsm) se emplearon diferentes concentraciones de 

sacarosa. El volumen final de la mezcla de reacción fue 500 ~il. la concentración de 
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proteína fue de 50 µg y la temperatura de 37°C. La reacción se íníció adicionando 2 

mM de AT¡:> o ADP. Al ca~o de 5 minutos sectetuvo_Ja I~¡;¡cciónE:Jnzírnática con ácido 

tricloracético frío a una concentración final de 6%'. La mezcÍa s~ce~trífugó a 2,500 x 
,_· .' ... · . -

g por 15 min a 4°C. El sobrenadante se recuperó ·pari; cuantific~r la.· cantidad de 

fosfato libre mediante el método de Sumner [64] 

Consumo de Oxígeno de las MPH 

El consumo de oxígeno de las MPH se cuantificó polarográficamente 

utilizando un electrodo tipo Clark y un oxímetro marca YSI, modelo 53. Se usó un 

medio que contenía 1 O mM malato-glutamato, 0.2% BSA, 1 O mM HJP04 y 

concentraciones crecientes de K+ (20-100 mM). La osmoíaridad se ajustó a 250 

mOsm con sacarosa. El estado 3 de la respiración se estimuló con la adición de 250 

nmolas de ADP. 

Incorporación de Colesterol a las MPH 

Para medir la íncorporación de colesterol en las mitocondrias de la placenta 

humana se utilizó el método reportado por el grupo de Martínez y cols. en 1988 [65]. 

Se preincubaron a las MPH por 1 O mln a 37°C en presencia de diferentes 

concentraciones de K+ (20 a· 100 mM) y 30 µg de colesterol/ mg de proteína del 

complejo colesterol-albúmlna¡sérica bovina (C-BSA) en 200 µI del medio empleado 
·, .. -·· '. 

para determinarla hldrÓlisis de nucleótldos. 
,:.-. ~' ,-: . ¡ ".'~:·· ·_,·; · .. - : . . . 

Para detener la reacción de Incorporación de colesterol a las mitocondrias, las 
.. · . -~ ... , . 

muestras se diluyeron'.5 veces'con sacarosa-EDTA fria. La fracción mitocondrial se 

recuperó p()rCE:J[ltrlfygaCióf1.La dilución deJa muestra se realizó dos veces más para 



eliminar el colesterol. no incorporado y se determinó la· concentración de protefna y 

colesterol en cáda una de las ~Úestras. 

La canfü:la;d de',coi~ste~ol se ~ualltificó. con. un estuche comercial· (Spinreaé:t, 

S.A. Ctra Santa Coloma, España) que, emplea c~lesterof esterasa y colesterol 

oxidasa, asf como peroxidasa y 4-aminoantiphina:co~oprornóg~río, cuy~ 16ngitud de 

onda de absorción es de 550 nm. 

Síntesis de Progesterona 

La slntesis de progesterona se realizódespués de Incubar por 5 mln a 37ºC 

un mg de protelna mitocondrial por mi en presencia de diferentes concentraciones de 

K+ (20-100 mM) utilizando el mismo medio empleado para llevar a cabo la hidrólisis 

de nucléotidos. La reacción se .. Inició adicionando las mltocondrlas al medio de 

reacción. La concentración de progesterona se cuantificó con un estuche comercial 

de radiolnmunoensayo donde se empleó 1251-progesterona (Diagnostic Products 

Corporation, Los·Ángeles,8alifornla). 

Los reactivos empleados fueron de la mejor calidad disponible. 
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RESULTADOS 

Hidrólisis de Nuc/eótldos 

Se estudió el efecto del K+ sobre la actividad de la ATP-dlfosfohidrolasa. Esta 

enzima se encuentra asociada a la membrana interna mitocondrial y se ha sugerido 

que el sitio catalltico está orientado hacia el espacio lntermembranal [59]. 

Como se muestra en la figura 3 existe un aumento de un 140% en la actividad 

hidrolltlca de esta enzima en presencia de. ATP y 100 mM de KCI. Como se describió 

en la sección de Métodos, se mantuvo la osmolaridad constante a 250 mOsm, con lo 

cual se descartó un efecto . producido por. cambios. de osmolaridad de la matriz 
< -_·· ... ·_ .... ; -, - : ~ .-- - -.! 

mitocondrial. Al realizar el e~perhnerito en prese'ncla de 1 o mM de glutamato/malato 
' -, ,.. ,,- .···- '' -- . 

se evita que el,6. Tf? s~a ~ld~qllzado :~Orí~ !=\~FO! ya que se encuentra funcionando 

en el sentido de si~te~ls a~;~+~§ no ele la hiclróli~is del mismo. 

Aslmlsmª, ~~ deteÉ~1~; l~;lc!rólisls del· complejo ATP-Mg2• en presencia de 

concentraciones creciente'~ de fila•, se empleó este catión como un control para 

descartar un efecto debido a .la fuerza iónica. Como se puede observar. en la figura 4 

no hubo cambios en la actividad hidrolítica de la enzima en presencia de Na+. Con 

este experimento se demuestra que el efecto del K• es especifico y,no se debido a la 

carga del catión. 
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Figura 3. Efecto del K• sobre la actividad de hidrólisis del complejo ATP-Mg2
• por la 

ATP-dlfosfohidrolasa. Se determinó la actividad en el medio que contenla 10 mM 
. - -•. . 

malato, 0.2% BSA, 1 mM EDTA, 1 O mM Tris{pH: 7 .O, 1 mM MgCl2 y concentraciones 

crecientes de K• (20-100 mM)~ ~ara~alltener constante la osmolaridad del medio 
- ·.''. - . r·· ·.·~ .-: ._ - ---. -- -·. -- - -- -

(250 mOsm) se emplearon difer~~te~.coriC:entraclones de sacarosa; El volumen final 

de la mezcla de reacción fue 500 µI; la concentración de protefna fue de 50 µg y la 

temperatura de 37ºC. La reacción se iniriió adicionando 2 mM deATP o ADP. Al cat:io 
~ . . :_• _ _ , . . 

.:'· -

de 5 minutos se detuvo la reacClón enzimática con ácido tricloracético frfo a una 

concentración final de .6%; L~ mezcla se centrifugó a 2,500 x g por 15 mln a 4°C. El 

sobrenadante .se rec,upe'r~, para cuantificar la cantidad de fosfato libre mediante el 

método de Su1Tln~/c641.h~~s.ba;r~s representan el error estándar. Los datos son el 

promedio de '12 e~p~iirn~gtos re~Hzados de manera independiente. La actividad del 

control fue de S5.'6·n~ola:~de Pl/mg/min. 
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Figura 4. Efecto del Na+ sobre la actividad de hidrólisis del complejo ATP~Mg2• por la 

ATP-difosfohidrolasa. ·Se determinó la actividad en el medio descrito en. la figura 3. 

Los datos son el promedio de 4 experimentos independientes; 
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La ATP-difosfohidrolasa también hidroliza nucleótidos difosfatados (66) por lo 

cual se cuantificó su actividad hJdr9lJtic_a en PL~l>EtQCl§l 2~~~Df ~fl~'I'-~-~L1~t~atg_c9n .

concentraciones crecientes de potasio; Como se observa e~ ; la'figura 5, la 

estimulación inducida por la presencia del K+ fue solamente d~ un 25~/o. En el caso 
- ,·;, ' ., -.:.' ·:-. -,, . 

de la hidrólisis de ADP hay que tener en cuenta :que no~solamenteJa ATP-. . . -

difosfohidrolasa es capaz de. utilizar al nuciéotido,. sino que se :encuentran otras 

protelnas que son capaces de competir por éste, entre las cuales se encuentra el 

traslocador de los adenln nucleótidos. 

También en este caso se realizó el experimento en presencia de Na''", sin 

observar efectos sobre la actividad de hidrólisis del ADP por la ATP~difosfohldrolasa, 

como se muestra en la figura 6. 
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Figura 5. Efecto de la concentrac:ión_de .~t sÓbr~ la activi~adde hidrólisis de ADP por 

la ATP-dlfosfohidrolasa Se d~teríl11ncJla:~ctl~ld~~ en el medio descrito en la figura 3. 

Los datos son el promedio de 8 experlrrjéntos realizados de manera independiente y 
.. --.;. '.-· ' ·:·-.. --. 

las barras representan su erro; ~stándar. La aaividad del control fue de 70.87 

nmolas Pl/mg/mln. 
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Figura 6. Efecto de Ja concentración de f\Ja• sobre Ja actividad de hidrólisis de ADP 
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por la ATP-difosfohldrolélsa .. se determinó Ja actividad en el medio descrito en Ja 

figura 3. Las barras representan el error estándar. Los datos son el promedio de 4 

experimentos Independientes. La actividad del control fue de 55.56 nmolas 

Pi/mg/min. 
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Los cambios observados en la actividad de la apirasa podrían deberse a un 

efecto directo del K+ sobre la enzima aunque se conoce,que,~equiere la presencia de 

cationes divaientes para llevar a cabo hidrólisis de nucleótidos di y trifosfatados, bien 

podría tener un sitio para unir al K+ y 9e e,staJorma modificar su actividad. En la 

figura 7 se trabajó con la fracción parcialmente pura de la apirasa y no se observó 

ningún cambio en la actividad de la apirasa al cambiar la concentración de K+ . 

130 

120 

1 ~ 110 

! ! T 
Q) a. 100 • • í i "C 1-

1 "C <( 
ro Q) 90 

"C "C ·:;; Ul 80 n :i1i 
<( :o 70 ... 

"C n=4 :e 60 
o 20 40 60 80 100 

Concentración 
de KCI (mM) 

Figura 7. Efecto del. K+ sobre la hidrólisis de ATP en la fracción de la ATP

~ifosfohldrolasa Pf'l~cialmente purificada; Se determinó la actividad en el medio 

descrito eri la figura 3/ Las barras representan el error estándar. Los datos son el 

promedio de 4 experimentos independientes. La actividad del control fue de 218 

nmolasde Pl/mg/min. 
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Consumo de Oxigeno 

Los cambios. en. la concentración_ de potasio.presente en la mitocondria han 

sido asociados con variaciones en su acti~idad respiratoria, en particular con un 

aumento en elcónsumo de oxígeno a partir de,l)na,estirnulación del estado 3 de la 
·-_<:--, /.:··, .;/~ 

respiración mitocor]d~ic¡I (35]; 

Las mitocondrias de la placenta humana:en. presencia de glutamato-malato 

como sustrato ~r~sen;~roh'uhél ;;timU,iación:~eJ.~velocidad de consumo de oxígeno 

en el estado ~ de. IJ~ 11ri;;'.~n'{~re~en'C1a ele ;kcl .. 1 OC) mM. Las variaciones que 
• . . ' . '. '.. . • ; : -~· .. '" ' '.;. • - • • - . . : .. - - <. • • 

presentó .el e;taclo 4: so_n s~in~Jantes a las observádas en el esiá'do 3 de la 

respiración, lo que pernÍiÚÓ que el control respiratorio s~ mémtuvlese sin cambios. Al 
-· . -

mantener la osmol~rid~d Constante en 250 mOsm nos as~guramos que el efecfo que 
'-.- ">:: _:,_· ~-- ·:,: .·: 

se observa es debido a.lión. 

Una de las principales funciones de las mitocondrias de la placenta humana es 

la síntesis de progesteron~; por lo cual cambios en los estados respiratorios pueden 

verse reflejados en v~riacion:s de la síntesis de progesterona y pudiera ser que no 

se encuentren asociados específicamente con el sistema fosforilante de las 

mitocondrias, al contrario de lo que ocurre en las mitocondrias de hígado de rata. 
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Figura B. Efecto del K+·scibré los.parám~tros respiratorios en las mltocondrlas 

de la placenta. A) Con~umo de ó~igedo ell el e~tadó · 3. · B) Consumo de 

oxígeno en estado 4 de. la. res~:iracióni C) Co~trol r9~pi~atoriÓ. Las .barras 
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Indican el error estándar de una n =4defermlnacíones Independientes. 
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Sfntes/s de Progesterona 

Los cambios en la actividad de las mltocond~la.sºd~I~ ~lace.rita tiu111ana debido. 

é\ la presencia de potasio se vieron reflejados en un aumento en la slntesis de 

progesterona. Como se observa en la figura 9, la sola preser:icla d~I potasio fue . -·· - . __ . -
. . . .· . 

capaz de estimular la slntesis de progesterona hastá en ur12á% con JOO mM de KCI 

La slntesis de progesterona se ve favorecida enpresencla de'.nucleótidos, los 

cuales se han asociado como moléculas que dari la energla necesaria para que se 

lleve a cabo el transporte de colesterol entre las membr~nas ,,;itocondriales [66] . . .. - . , 

En presencia de ATP se observó que la slntesis de pr~gesterona aúmentó de 

manera lineal conforme se aumentó la concentración de k• presen;e en el medio 
. ' . '.-- : -. ·,' 

siendo esta de hast.a un 66:7%-~on 100 rnM de KCI se muestra ~h la figura 1.0 si se 

tiene en cuenta~ tju~-la ;sola: preJericla de potasio fue capaz d~ a~rn~ntar la slntesis 

de progesterona,'.~~tonc~s la estimulación neta del ATP fue del 38.7% con 100 mM 

de KCI. . .. . 

En presencia;de ADP. se observó un aumento d~l 62.97% con 100 mM de KCI 

en la slntesis de progesterona, pero si se toma en cuenta la estimulación producida - ,. -. - ., 

por la sola presencia de 100 mM de KCI, elADP induj~ un 1n6~emento neto del 

34.97% como se muestra en la figura 11. 
: ... -: 

La apirasa presente en las mitcicondriás de. la· pi a cenia.· humana._ hidro liza 

nucleótidos di y trifosfatados es llevada a cabo 1rlorl~ Z~ir~sa ~se-ha.reportado que 

esta enzima pudiera estar relacionada _con la slntesis de progesterona [67], la forma 

en el cual esta enzima pudiera estar involucrada eri este proceso es que al hidrolizar 

a los nucieótidos se proporciona la energla necesaria para llevar a cabo el transporte 

de colesterol. 
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Los sitios precisos en los cuales el K+ fue capaz de producir la estlmulación 

sobre la slntesis de progesterona y el efecto del nucleótldo sobre ésta en presencia 

del catión no se determinaron todavla, aunque los datos sugieren que la estlmulación 

no es sinérgica y posiblemente actúan de manera distinta. 
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Figura 9. Efecto del K+ sobre la slntesls de progesterona el'l las.mitocondrlas 

de la placenta humariél. El m~dlo.de rea·cclÓl'l ~~ describió en. la s.ecclón de 

Materiales y Métodos; los ,idatos .. sori: el promedio d~. 5 • experim~ntos 

reallzados de manér~;lnd,epen~ienie.'.Los puntos representan la media de los 

mismos y la barra. Indica su error estándar. 
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Figura 10. Síntesis de progesterona en presencfa de ATP 2 mM. El medio de la 

reacción de describió en la seccl.ón d.e. Métodos. Los datos son el promedio de 1 O 

experimentos realizados de manera independientes. Los puntos son la media de los 

experimentos y las barras representan ef error estándar. 
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Figura 11. Efecto del K+ en presencia de ADP 2 mM sobre la slntesis de 

progesterona El medio de la reacción de describió en la sección de Métodos. Las 

barras representan el error estándar y la media esta representada por los puntos. Los 

datos son 9 experimentos realizados de manera independiente. 
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Incorporación de Colesterol 

La in~o; p(Jració!1 ·~e. ~~!esterol en las mitOC()~d_ri~s d13. l¡¡pl.a~e~!ª .~~ favorece 

por ATP o ADP. En trabajos previos se observó que al tratar las mltocondrias con 

tripsina, la .actividad de hidrólisis de· ta aplrasa. disminuye significativamente y la 

cantidad de colesterol que se incorpora en I~ mifaco~d,.ia s~ré~uce [59]. 

La concentración de colesterol pres~nte.e~·'la~Imitoc;ndrias de la placenta 

humana fue de 35.6 ~1g de colesteroÍlmg deiprot~fn~/en presencia del complejo 

colesterol-albúmina y ATP la concentración ílÍitcidónclrial. de .colestérol incrementó 
¡ ,, , -: ': ::_ ·. .. ; ~'. .. -' . ~ '·: - ' • 

mitocondria a 105.63 ~1g de. colesterot/rng,' Jo qúe indica que la sola presencia del 

nucleótido estimuló aproximadamente 4 veces la concentración de colesterol. 

Conforme la concentración de potasio aumenta, la cantidad total de colesterol que se 

incorpora a las mitocondrias es de 130.58 ~1g de colesterol/mg con 100 mM de KCl, lo 

que significa que la sola presencia de potasio es capaz de facilitar en un 25% la 

incorporación de colestelroJ, COíl)O SS. muestra en Ja figura 12. 

En presenci~i d~ ADP.,; la cantidad de colesterol Incorporada por las 

mitocondrias es 'de ~~.~~iµ~-d~~~o:l~ster.olln;g.·s1endo··éstaca.QUd~d ~~veces mayor 

con respecto a la caA6eAiraflón'Je:bote~terol que presenta~ lasmi;bc~ndrias éontrol. 

Como se muest/a. en jJf¡ª'~;a'"'1:f 1Ós cambios:én .. J; cbncerítráción de potasio 
. . ' : -. ".- . . : '· - . ~. " -- : ; . . - - -- , ' ' - ' -,_ : : . ' ' ': ' . ,, . . ' " .. 

permiten una incorporaéiÓn de colesteról de un 20% (98. # µg de colesterol/mg) en 
- .. · ,; -· - .. -· ,-

presencia de 1oo:111~·d~ Kc1. 
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Figura 12. Incorporación de colesterol en presencia de 2 mM ATP. Las barras 

representan el error estándar y la media está representada por los puntos. Los datos 

indican 3 experimentos realizados de manera Independiente. 
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Figura 13 .. Efecto del K+ sobre la Incorporación de colesterol en presencia de ADP 

2mM Las barras representan el error estándar y la media está representada por los 

puntos. Los datos indican 3 experimentos realizados de manera independiente. 
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Para saber si el colesterol incorporado es empleado por las mltocondrias para 

la slntesis de progesterona, se llevó _a cabo la. determinación de progesterona en 

aquellas mitocondrlas que fueron previamente Incubadas en presencia del complejo 

colesterol-albúmina. 

Las diferentes condiciones en las cuales se llevó a cabo la Incubación, asl 

como la slntesis de progesterona se muestran en la siguiente tabla. 

Taba! 1. INCORPORACIÓN DE COLESTEROL Y SU 
TRANSFORMACIÓN EN P4 

Condición +ATP 
P4 ng/mg/min Colesterol en ua/mq 

Control 11.2 ± 1.3 16.6±1.9 35.6 ± 8.4 
Sacarosa 13.2 ± 1.8 24.6 ± 1.4 48.2 ± 9.8 
KCI 16.6 ± 3.7 21 ± 1.8 61.1±16.4 
Sacarosa + A TP 14.4±1.5 20 ± 2.8 89.1 ± 9.5 
Sacarosa + ADP 15.8 ± 3.7 18.8 ± 3.0 77.0 ± 10.5 
KCI + ADP 17.6±4.1 15.4 ± 0.9 79.6 ± 9.4 
KCI + ATP 22.2 ± 3.6 28.2 ± 2.5 102.5 ± 14.9 

n=3 n=3 n=4 

En la primera columna de la tabla 1 se muestra las diferentes condiciones en 

las que se incubaron las mitocondrias en presencia de KCI 100 mM y 30 µg del 

complejo colesterol-albúmina /mg de protelna y 2 mM de ATP o ADP. Después de 

lavar 3 veces. las mltocondrias eón sacarosa-EDTA para eliminar el colesterol no 

incorporado, las'.mit~~ond;Ías enrique~idas en colesterol se incuban para determinar 

la slntesis de progesterona y los resultados se muestran en la segunda colurnna de 

la tabla. En la tercera columna de la tabla se cuantificó la cantidad de progesterona 
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sintetizada en presencia de 2 mM ATP. El contenido de colesterol se determinó y se 

muestra en la cuarta columna de la tabla. 

Cuando se incuban a las mltocond.rias en presencia del complejo colesterol-

albúmina y en un medio que conUene_ 100 mM de KCI el contenido de colesterol en 

las mitocondrias aumenta de 35 µg de colesterol/mg a 61 ~19 de colesterol/mg. El 

proceso de incorporación de colesterol se ve favorecido en presencia de ADP o ATP. 

Si bien la slntesis de. progesterona se ve favorecida en aquellas mitocondrias 

que fueron incubadas en presencia de un medio que contiene K+ 100 mM, se 

muestra una mayor slntesis de progesterona cuando en el medio de reacción está 

presente el ATP, lo sugiere que el ATP participa no solamente en el proceso de 

incorporación de colesterol sino que también en su transformación hacia 

progesterona, contrario de lo que ocurre con el ADP, el cúal al parecer facilita la 

incorporación de colesterol pero no promueve su transformación en progesterona. 
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DISCUSION 

Las mitocondrias de. Ja placenta humana -cuentan con .• Ja presencia. de. una 
--, --

ATP-difosfohidrolasa que está fuerteinerite. unida a Ja membrana internamitocondrial. - - ·- --

Esta enzima es capaz de hidrolizar.dif~rehtésUpos de nUcl~é¡tldos, para lo cual 
. ·. ' . . . -- ·, '• .. )"~~; ; . . '.·. .;·- - '··,··- ¡.,. . ' 

requiere la presencia de cationes divalente~ para forniar junto 'con el nucleótldo el 
- ' '." .,., :- ': .\:': ,_-;·:-::: ·---.)~:- :1· :: ., .,_:' - ·'. . :"":·.- . - ' 

sustrato propio de la enzima [58]! En'prese~bla de concentraciones crecientes de K+ 

existe una estimulación ~n la;~cil~id~d h;droUtica de la ATP~difosfohldrolasa, siendo 

el efecto mayor en presencia de ATP que con ADP. El efecto estimulante que se 

observa en presencia de K+ no es debido a una estimulación directa del catión sobre 

la enzima, ni un efecto de carga ya que al evaluarse la actividad hldrolltica en 

presencia de Na+ no se modifica la actividad de la aplrasa. La presencia de K+ en el 

medio en el cual se afslan fas mitocondrlas conlleva a cambfos del tipo morfológico 

[60], mismos que pueden modificar las diferentes actividades mitocondriales. 

Los cambfos eri la· actividad mltocondrlal asociados cori variaciones en la 

concentración ele.~+ yahabfansldo observadas por~al~strap en.1afm1tocoridrlas de 

hfgado de ra.t~[~~];sl~nªºA91st?~:dº~ tómogn a.-~~~11rc~~01;~onfürno d~·oxfgeno 
~ . ··,' .. 

como un hfric~amierit~'mltóc6ndÍi~L Este;hinchafriie~tó ~~tadado Pé9r ~~i'i~ciéiríes en 

Ja concentraclÓnicl~ •·•1~nef ciU~. 'riioci1rtc~ri1~ ;oshlol~rid.~d. • ~e~Ó.-a';,á1fe[ericia .. de lo 

observado·· poi' 'Héile~trapf eh.·.las:mlÍóc~ri'dri¿s: de;la pÍadént:' 1á osmol:~rldacl se 
·- ... •, - ..• ,. ,. - ·,·· - ¡-·. ' • 

mantuvo const~n~~ l~~i~i~n~o el hirlchamiento,. descartando a éste como el factor 

que pudiera · est~~ ~odlfrC:a~·~o Jos estados respiratorios, por lo cual el efecto 

observado es directo del catión sobre los parámetros mltocondriales estudiados. 
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En comparación con otros tejidos, las mitocondrias de la placenta humana 

presentan llíla.menqr. élCtil.'lc!a.<!/€lSP.iré:11_9.rl,f! •• locuélL~e_ye¡~_flE:ljélclg.coE!1c:J.l.li:1.Rºt~!1.cial 

transmembrana1 dísminuido ¡6a~101,:as1 como fa mayor canüciad· de. co1estero1 

presente. en las mismas h_acen ;supo~er c¡ÜE1" ~1·p~~131: ci13 ~esti:l.s 1T1itoco.ndrias es 
:-_,-·.~: ( . ~ ::;'·. , - " 

principalmente esteroidog~nico.'ybo~fe>sf8ril~_iite:Sorno'c)cul"re ~11 1.os otros __ .teJidos 

como el hlgado. Por IOCL1~l; úis c!ifer¡;¡nc!é!S·c!e tipo,morfológico, en las actividades 
1·.·· 

respiratorias y la estlmulación·de la •ArP~dlfósfohidÍolasá que ·se observan en las 
: . ,_ ,,.,,,, " . ' '' .·;· -· .·. ··.- •, .--·.- - -

mitocondrlas de la pla9~nt~humana ~n prese~cia de K+ pu~den estimular la vla de 

slntesis de progesterona. 

En estudios llevados. a cabo en glándulas suprrarenal se observó que la 

cadena del citócromo P450scc forma agregados con otras proteínas mitocondriales, 

mismos que se disgregan en presencia de K+, permitiendo la formación del complejo 

ternario de la cadena d.el cltocromo P450scc (44). En .las.mltocondrias de la placenta 

se observó una estimulaclón en la síntesis de .progesterona en presencia de K•, 

siendo esta estlmúlación mayor en presencia dé los diferentes nucíeótidos, lo cual 

puede estar relacionado con el aumento en la actividad de la ATP-difosfohidrolasa. 

Esta enzima se encuentra involucrada en el proceso de síntesis de progesterona 

favoreciendo el transporte de colesterol hacia la membrana Interna mitocondrial y la 

cadena del citocromo P450scc, ya que al inhibirse la actividad de la ap!rasa no se 

lleva a cabo la síntesis de progesterona [67). 
.·. . 

Al igual que en otros tejidos, el transporte de colesterol hacia la mitcicondria es 

considerad() como _el paso limltante en la vía y siendo mediado por una proteina 

encargada del transporte de colesterol. A diferencia de otros tejidos 
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esteroidogénicos, la placenta no cuenta con la proteína StAR que transporta al 

colesterol de. los _depósitos citoplasrnáticos hacia la rnitocondria_ d_e la.se gláncjulas • 

suprarrenales [52]; pero . cuenta con la presencia de una· protelna denominada 
-·· ·-- ·--- -

MNL64 que co111part_e al igual que muchas proteínas transportador:as~e~olester()I un 
~ . . -:'.:, .- , __ ·. __ <·:: -~-~,;·.:-. ;_,<,_~'.-.-'.:"-> ', 

dominio el cualpodría estar involucrado en este proceso (52,54]. Aunque las.células 
- • • ' ' • :: • • • •• ;~ - - • : f 

del trofoblasto no cuentan con depósitos de colesterol como. ocurre e¡i:·otros tipos 
: • ·~, e 

celulares, este es captado . de las LDL provenientes .de lá circuláclón materna, 
--- ' -. . . 

proporcionando de esta forma el sustrato para la vía esteroldogéniCa (48]~ 

Las rnltocondrias presentan una mayor capacidad de captar colesterol en 

presencia de K• siendo favorecida la Incorporación al adicionar un nucleótido en el 

medio, mismo que al ser hidrolizado por la apirasa presente en las rnitocondrias de la 

placenta proporciona la energla necesaria para llevar a cabo el transporte del 

colesterol hacia la membrana Interna rnitocondrial. Si bien la cantidad de colesterol 

que se incorpora cuando se encuentra ATP en el medio es mayor el papel que tiene -

este nucleótido dentro deLproci:so de síntesis de progesterona no ha sido todavla 

establecido. 

En la placentá hUf11Bílá no s~ conoce los diversos estlrn_(Jlos,q,Ü~ p6drían estar 

favoreciendo el pr~cesoide síntesis de la progesterona, a difefellc;ia d~ lo que ocurre 

en otros tejidos esteroidogénicos en los cuales se conocen I~~ e~tlrnulos; Si bien en 

cierto que aún no se conoce el mecanismo .exacto med.lanÍe el .cual el K+ pudiera 

modular la síntesis de progesterona en las rnitocondrla.s de la placenta humana, los 

datos obtenidos permiten suponer gye ~ste .catión . podría rnodlflcar la actividad 

respiratoria, la actividad de la aplrasa, asl corno facilitar la captación de colesterol, lo 

que conlleva a una estimulación en la síntesis de progesterona. Esto nos sugiere que 



el K+ al igual que el ATP tiene un papel revelante en el metabolismo esteroidogénico 

de la placenta humana. 

En Ja figura 14 se muestra los posibles sitios en Jos cuales podrfa estar 

interactuando de manera bioqufmica el K+ para modificar la sfntesls de progesterona 

en las mitocondrias aisladas de Ja placenta h,umana.·~ · 
' .· 

El trabajar con las mitocondrias aisladas permite cono.cer de .manera 
. ::,".: .. ,- ____ , __ - '-_ - . -

bioqufmica uno de. Jos posibles mecanlsmo.s que ¡:)Gecieiestar involucrado en el 

sistema de regulación de la sfntesis de progesterona, todavfá f¿lt~ .pdr conocer el 
. ·'. ··- - .. •.'·-·-·· ·., ,e· 

papel fisiológico de los camblois en la concentración de K·~~ni1~ ~J~c~\itJy como 
' ,' ~-< . ''. . .. ---;-;_,.: .,;_~:;;· -.. _. , . ';. •' 

pudieran afectar estos a la sfntesis de progesterona, Pa~~éJo'C::Jílii es necesario 
·o• ·• • e-. ' • " , .• ;,.- . , .-, 

realizar experimentos con cé1u1as aisladas 1ó cJa1'.:·nó~ íJerrnit1r~, te~er un 

conocimiento más profundo de cómo se regula 1.a esteroldÓgé~es1s'e~'1a placenta. 
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(A) 

ADP 

colesterol 

. @!!!I · . ·. . 11 
~ 

ATP ADP +Pi 

(B) 

Colesterol 

Colesterol 

.. >. · ...... 11 
'•. 

011 Colesterol 
ADP ATP 

liii = Porina; cm = Creatina cinasa; iil = Translocador de nucleótidos 

1 = MLN64; f = Citocromo P450scc; • = Adrenedoxina; • = Adx. reductasa; 

• = 3 0-Hidroxi esteroide deshidrogenasa; iiiijj =Canal de K•; 
1j¡' = Apirasa. 

,----,Tli'í.'"(' rQjli l FALIJAJ¿E 'óiúiGEN ¡..._ _________ __, 
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CONCLUSIONES 

La actividad de hidrólisis de ATP por la apirasa es mas sensible al K+ que la 

hidrólisis de ADP. 

La cantidad de colesterol incorporado es mayor en presencia de ATP que de 

ADP, siendo favorecido el proceso por Ja presencia de K+. 

La síntesis de progesterona se favorece en presencia de K+ y por la hidrólisis 

de nucleótldos preferentemente de ATP. 

En condiciones in vitro el K+ modifica la morofologfa y la aétividadmltocondrlal 

pudiendo de esta forma modular la slntesis de progestercina en las 

mitocondrias de la placenta humana. 

Perspectivas 

La estimulación del K+ de fa síntesis de progesterona en la mitocondrias 

aisladas permite establecer el papel bloqulmico que tiene este catión dentro del 

sistema pero falta por conocer la importancia fisiológica del mismo. Por Jo cual en un 

futuro se pretende realizar estudios es células en cultivo que si bien aún estas no 

representan al sistema in vivo permitirá establecer cambios en la concentración de K+ 

mas cercano a las que se puden dar en un sistema fisiológico. 

Es claro que el mecanismo por el cual el K+ ejerce su efecto ng es directo 

sobre alguna de las enzimas especificas involucradas en .~I slst~l"l'lª ·~sfaioldogénico 
por lo cual se estudiara a este catión como un posible.ITlbdul~d()fX ulJ\er~clor de 

segundos mensajeros como son el Ca2
+ y AMPc en la a~ti~a61ó~ de I~ síntesis de 

progesterona. 
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