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INTRODUCCION 

La placenta humana es un tejido que se fonna durante el embarazo y su 

funci6n es mantener la relaci6n materno-fetal (1). Realiza varias funciones, 

entre las cuales podemos sañalar: transporte activo de nutrientes, depuraci6n 

de substancias t6xicas y la sfntesis de hormonas proteicas y esteroidales (2). 

De. las hormonas esteroidales, la progesterona es vital para el feto, ya 

que la falta de su sfntesis produce aborto. Por otro lado, la progesterona al­

canza valores séricos de alrededor de 600 µg diarios en el último trimestre de 

la gestaci6n (2). 

Es conocido que los tejidos esteroidogénicos, como las glandulas supra­

rrenales, los ovarios, y los testfculos, utilizan a la mitocondria para sinte­

tizar pregnenolona a partir de colesterol (3-7). La pregnenolona asf obtenida 

su~re sus últimas transformaciones en el citoplasma celular hasta obtener la 

hormona deseada· (por ejemplo: cortisona, testosterona, etc). 

Es importante señalar que la transformaci6n de colesterol en pregnenolo­

na se realiza en la membrana interna mitocondrial. En el caso de la placenta· h.!! 

mana, la mitocondria es capaz de sintetizar progesterona sin la necesidad de 

usar el citosol (8-12). 

La sfntesis de progesterona en la placenta humana requiere de equivalen­

tes reducidos del tipo del NADP que se generan dentro de la mitocondria por varias 

vfas, siendo la más importante aquella en donde participa la enzfma 11141 fea (13). 

El NADP reducido es el sustrato para la cadena de transporte de electrones acopl! 

da al citocromo P-450, que se encarga de hidroxilar al colesterol en su primera 

etapa de transformaci6n a pregnenolona. Esta cadena de transporte de electrones 
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se localiza en la membrana interna, no genera potencial y est4 constituida de 

la siguiente manera (3,14-17): 

Fp - ISP - Cit. P-450 02 

en donde Fp indica una flavoproteina; ISP es una ferrosulfoproteina• 

Cit. P-450 es el citocromo que rompe la cadena lateral del colesterol; y o2 in­

dica al oxfgeno que es el aceptar final y que produce agua. 

Por otro lado, la sfntesf s de ATP e~ importante, ya que como se mencf.!!. 

n6 antes, la placenta realiza funciones de transporte activo de nutrientes de 

la madre al feto, como por ejemplo de amfnolcidos (18). Es importante senalar 

que la placenta sintetiza varias hormonas proteicas (por.ejemplo: gonadotropf­

na cori6nica, lact6geno placentario y tirotropina cori6nfca), asf como otros 

p6ptidos de los cuales no se conoce su funci~n, como el p6ptido PP5• 

Las mitocondrias de placenta humana han sido .estudiadas dando mayor 

orientac16n a los aspectos hormonales y poco se ha intentado sobre aspectos 

bioenergéticos. Por otro lado es interesante estudiar a la placenta humana ya 

que no se ha investigado en tejidos humanos los aspectos de-biosfntesis y de­

gradaci~n de.ATP. siendo este tipo de trabajos los que pueden permitir abrir la 

puert~ al estudio de la bfoenerg6tica en tejidos humanos. 

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar las .yfas de transfo.r­

maci6n de nucle6tf dos de adenina en mftocondr1as y partfculas submftocon~r1ales 

.de placenta humana. 
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MATERIAL Y METODOS 

Las placentas fueron obtenidas del Hospital "Gea Gonz4lez" y se trans­

portaron al laboratorio en un lapso no mayor de 45 min. El tejido se lav6 con 

una soluci6n frfa de 0.25 M sacarosa; 1 mM EDTA, pH 7.3. Los cotiledones fueron 

disecados y lavados con la misma soluci6n para eliminar la mayor cantidad de 

sangre. El tejido fue cortado en pequeños fragmentos y homogeneizado en un ªP! 

rato Polytron. El homogenado se centrifug6 a 3,000 g por 10 min y el sobrenada!!. 

te se centrifug6 de nuevo a 7,000 g por 10 min. El paquete asf obtenido se re­

suspendi6 en la misma soluci6n y se'centrifug6 a 12,000 g por 10 min obtenien­

do asi las mitocondrias. Las mitocondrias se fijaron en glutaraldehfdo al 3% y 

se procesaron para su observaci6n al microscopio electr6nico. La observacf6n 

de estas preparaciones muestra una pureza del 80 al 85%, con mf tocondrias que 

presentan vacuolas. La concentraci6n de proteina se detennin6 usando el mAtodo 

descrito por Lowry et al. (lg), 

El recambio de ADP y ATP se realiz6 utilizando 1 mg de proteina mitocon­

dr1al en un medio que contenfa: 10 rnM Tris-HCl, pH 7 .3; 100 mM KCl ¡ 10 · µg de 

oligomicina y las concentraciones de ADP o ATP radiactivo que se indica en cada 

figura. DespuAs de 1 min de incubaci6n, 40 pl de atractil6sido· (ATR) se adicio­

n6 para detener la reacci6n y una alfcuota de 0.1 ml se ff.ltr6 a travAs de una 

membrana Millipore. El volumen final fue de 1 ml a una temperat~ra de 25 C. 

Las actividades de ATPasa y ADPasa se detenninaron en las condiciones 

indicadas usando una cantidad de proteina conocida en el medio descrito en cada 

figura. DespuAs de incubar en presencia de ATP o ADP, la reacci6n se detuvo con . . . . 

la adfci6n de 4cido tricloroacAtico· (TCA) al 6% concentraci6n final. Despu4d de 

centrifugar, una alfcuota del sobrenadante se utiliz6 para detenninar la canti-
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dad de fosfato liberado usando el método colorimétrico de Sumner (20). 

La determinaci6n de nucle6tidos de adenina (AdN) se hizo usando el mé­

todo enzim~tico descrito por Jawore et al. (21). 
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RESULTADOS 

El consumo de oxfgeno en mitocondrias de placenta humana se muestra en 

la Fig l. Se puede observar la capacidad fosforilante de estas m1tocondrias¡ sin 

embargo, la respuesta a la adici6n de ADP no es evidente al inicio del trazo 

(108 a 132 nat02), mejorando la respuesta al ADP y el control respiratorio en 

las subsecuentes adiciones del nucle6tido (control respiratorio de 4.5 a 11). 

Este resultado se p~ede explicar suponiendo un comportamiento diferente a los 

reportados para el transporte de los adenfn nucle6t1dos (AdN), o bien, en la 

sfntesis de ATP. 
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Figura 1. Consumo de ox!geno en Hitocondriaa de Placenta 
Hwnana. ·Laa mitocondriaa 'fueron iricuhadaa eri un medio que 
conten!a1 100 mM KCl1 10 mM fosfato-Tria, pH 7.31 10 mM 
MgCl 1 0.1• albúmina •'rica de bovino1 10 mM malato y 10 
mM gfutamato ajustados a pH 7.3 con Tria-base~ En donde 
se indica, 800 nmolaa de ADP fueron adicionados. Loa 'nú­
meros indican laa adiciones aucaaivaa del nucle6tido. 
Volumen final 3 ml. Temperatura 2s•c. · 

El aporte de nucle6tidos se realiza por medio de la traslocasa (22·2~), 

cuya funci6n es transportar ADP del citosol hacia.el interior de la mitocond~ia 

a la vez que transporta ATP del interior de la mitocondria hacia el citosol. Ha 
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sido reportado (25-28) que la máxima actividad de la ATPasa mitocondrial se ob­

tiene cuando el transporte de nuclec5tidos se invierte, lo cual se logra en con­

diciones de desacoplamiento. Bajo esta evidencia experimental se decidic5 deter­

minar la posible participacic5n del traslocador en los resultados observados. 

La actividad de la ATPasa en mitocondrias de placenta humana se muestra 

en la Fig 2. Es evidente que esta actividad es pobre (1.4 ¡JllOlas de Pi mg-l 
-1 10 min ) cuando se compara con la actividad mostrada en mitocondrias de hfg! 

-1 -1 do de rata (3.8 ¡.unolas de Pi mg 10 min ). Este resultado sugiere que el tran.! 

porte de ATP al interior de la mitocondria es deficiente, lo que probablemente 

indica que el traslocador de AdN es responsable de los resultados obtenidos. 
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Figura 2. Comparaci6n de la Actividad de la ATPasa en 
Mitocondrias de Hfgado de rata (LH) y Placenta Humana 
(PH). Las mitocondrias (2 mg de protefna) se incubaron 
en un medio que contenfa: 75 mH KCl; 7.5 mH Tr1s-HC1, 
pH 7.3; 1 mH PEP; 5 µg PK; 75 µM DNP y, las concentra­
ciones indicadas de ATP. Temperatura 30ºC. Volumen 
fina.1 2 ml. · 

Para apoyar o descartar esta idea, la misma actividad enzim4tica se en­

say6 ~sando partfculas submitocondriales (PSH) conociendo que estas estructuras 

careceh de la barrera membranal que impide el acceso de ATP a la F1-ATPasa. · 
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Los resultados muestran que las PSM de placenta humana tienen una capacidad hi­

drolftica de ATP similar {6.2 y 7.2 µmolas de Pi mg-l 10 min-1) a la que pre­

sentan las PSM de hfgado de rata (Fig 3). Estos resultados apoyan la suposic16n 

de que el traslocador proporciona ATP de manera deficiente al interior mitocon-

drial. 
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Figura 3. Actividad de la ATPasa de PSM en Hfgado de 
Rata Comparada a la ATPasa de PSM de Placenta ·Humana. 
Las PSM.fueron incubadas en el .siguiente medio de reac 
ci6n: 75 mM KCl; 7 .• 5 mM Tris-HCl, pH 7.3¡ 1 mM PEP; -
5 µg PK y 10 mM MgC1 2• Se adicion6 1 mg de proteina 
de las PSM en un volumen final de 2 ml. Temperatura 
30ºC. 

Con base en los resultados obtenidos se decidi6 determinar las caracte-. . 

rfsticas del traslocador de AdN. La Fig 4 muestra el transporte de ADP radiac­

tivo en las mitocondrias de placenta. Se observa una curva bifbica, de 6.25 a 

. 50 y de 100 a 500 nmoles de ATP, que sugiere 2-~itios de ~ni6n, o bien, 2 pro­

teinas fijadoras del nucle6tido, mientras que el transporte de ATP no presenta 

esta caracterfstica (Fig 5). 

La presencia de una curva bif&~ica para el transporte de ADP ·sugirf6 la 

posibilidad de'que estructuralmente el traslocador sea .diferente a los reportados. 
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Figura 4 •. Cinética de Recambio de ADP en.Hitocondrias de 
· Placenta Humana. El recambio de nucle6tidos se ensay6 
usando l mg de proteina mftocondrial incubada en un 1~dfo ·que contenfa: 10 mM Tr1s-HC1, pH 7.3¡ [adenosfna-8- . C]­
difosfato con una actividad especfffca de 1,000 cpm/mol. 
Atractil6sido (40 µM) se ad1cion6 después de 1 min de in­
cubaci6n y una alfi:uota de 0.1 ml se filtr6 a través de 
una membrana de Millipore. Temperatura 25°C. Volumen 
final 1 ml. 
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Datos de la literatura (22,29-30) demuestran que el ATR es·un fnhibidor 

que se une en forma especfffca al traslocador de AdN. El efe.cto del ATR sobre 

el transporte de AdN ha sido estudiado en mitocondrias de dife.rentes sistemas 

biológicos, y los resultados muestran un comportamiento de unión similar entre 

el inhibidor y la traslocasa, lo que habla de la homogeneidad estructural de la 
' proteina en las diferentes mitocondrias estudiadas. Con base a este dato, el 

ATR se utflfz6 para determinar el' transporte de ADP y conocer si la afinidad de 

este compuesto por la traslocasa era.similar a los reportados en la literit~ra 

(22,29). Los resultados ·muestran que este compuesto produce una inhibfci6n im­

portante (54%) desde 25 ~ J.JM (Fig 6), sugiriendo que la AdN traslocasa es estruf 

turalmente simialr a la de otros s1stemas.mitocondr1ales. 
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Figura s .... Estudio CinAtico del Recambio de ATP en 
Mitocondrias de Placenta. Las condiciones exper1-
mentales fueron similares a las indicadas en· la 
Fig 4. El [2,5,S-3H]-ATP tenfa una actividad es~ 
cffica de 3,000 cpm/mol. Temepratura 25ºC. Volumen 
final 1 ml. 
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Figura 6. Efecto del ATR sobre el Recambio de ADP en 
M1tocondrias de Placenta Humana. 1·mg de proteina se 
incub6 en un medio que contenfa: 100 mM KCl¡ 10 mM 
J~is-HCl, pH 7.3¡ 10 µg de olfgomicina;. 50 nmol de 

C-ADP y las concentraciones de ATR indicadas. 
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Ha sido demostrado que la composici6n lipfdica de la membrana afecta el 

comportamiento de las proteinas embebidas en ella, produciendo aumento o dismi­

nuci6n de su funci6n (31,32). Tomando en consideraci6n este antecedente, se pla.!! 

te6 como posibilidad que el medio lipfdico de la membrana influyera en la movi­

lidad de la traslocasa de AdN. Por otro lado, datos de la literatura indican que 

en mitocondrias de placenta humana existen concentraciones importantes de esfi.!!. 

gomielina (33,34). Considerando lo anterior, se decidi6 detenninar el efecto de 

la temperatura sobre la AdN traslocasa cuantificando el transporte de ADP. 

La Fig 7 muestra que no hay cambios importantes en el transporte de AOP; 

por otro lado no se presenta punto de inflexi6n en la gr4fica, lo que sugiere una 

rigidez membranal que pudiera explicar los resultados anteriores. Este dato 

muestra la importancia de la membrana en las funciones mitocondriales. 

~l.~1~· ' 
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Figura.7. Efecto de la Temperatura sobre la Velocidad de 
Recambio de ADP en.Mitocondrfas·de Placenta. un·mg·de pro-· 
teina se incub6 en un medio ·que contenfa: 100 mM Kc¡4 10 
mM Tris-HCl, pH 7.3; lOµg de oligomicina y 50 nmol . C-
ADP. DespuAs de un·periodo de incubac16n de 10 seg, a las 
temperaturas indicadas, la reacci6n se tennfn6 con la adfcf6n 
de 40 µM de ATR. Una alfcuota de 0.1 ml se ffltr6 a través 
de una·membrana Mfllfpore. Volumen .final 1 ml. 

Para conocer la.hidr61isfs de ATP en la placenta humana se decidi6 es­

tudiar su caracterizaci6n. En este estudio se emplearon 'PSM para evitar el le.!!. 

to recambio de los AdN y poder observar la m4xfma actividad de la ATPasa. La 

pureza de las PSM se detennin6 usando enzimas marcadoras como· la lactato deshi­

drogenasa, citocromo oxidasa y miocinasa. La Tabla I ·muestra los resultados de 

estas actividades, sugiriendo un enriquecimiento de las ·fu.nciones mitocondr1a1es 
. . 

y una pobre contaminaci6n con restos celulares. 
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El curso temporal de la ATPasa se muestra en la Fig 8. Se observa que 

a los 20 min de incubaci6n la hidr611sis de ATP (2.5 ~las afladidas) alcanza 

un valor aproximado de 6 ¡.anotas de Pi liberado, lo que sugiere la posible pre­

sencia de una enzima contaminante que utiliza los productos de hidr61isis de 

la ATPasa. 
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Figura a. Liberaci6n de Pi por la ATPasa de PSM.de Placenta 
Humana. La actividad de la ATPasa se detenn1n6 en un medio 
que contenfa: 100 mM KCl ¡ 30 mH Trfs•HCl, pH 1.3¡ 5 mH 
MgCl y 2.5 ¡.molas de ATP y i·mg de proteina. DespuAs del 
tiem~o de incubaci6n, se adicion6 TCA a una concentraci6n 
final del 6%. Volumen final 1 ml. Temperatura 30ºC. 

Las enzimas en general presentan su m~xima actividad a un detenninado 

pH, lo que permite en determinados casos separar o.distinguir varias activida-
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des en una misma muestra. Con base en este hecho, se hizo una curva de activj_ 

dad de ATPasa a diferentes valores de pH. La Fig 9 muestra un pico máximo de 

actividad a pH 8, sugiriendo la presencia de una sola enzima que hidroliza 

ATP •. Por otro lado, para evitar que la acumulaci6n de productos de hidr61 is is 

afectara los resultados, se tomó como tiempo de reacción 2 min, ademb de pe!_ 

mitirnos trabajar en velocidades iniciales. 
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Figura 9. Efecto del pH sobre la Actividad de la ATPasa 
en PSM de Placenta. La actividad hidrolftica del ATP se 
detennfn6 en un medfo que contenfa: 100 mM KCl ;. 5 mM 
Mgtl 2 y 2.5 1J1110las de ATP. Los siguientes amortiguadores 
fueron empleados: citrato para pH 3-5; MES para 6-6.5; 
Tris-HCl para 7-8; Borato para 8.5-9 y carbonato/bicar­
bonato para 10-11. La concentrac16n final de los amor­
tiguadores fue 30 mM. Temperatura 30°C. 

Con base en estos resultados, se estudiaron las caracterfsticas ciné­

ticas de la ATPasa en PSM. En la Fig 10 se observa el efecto de la concentra­

ci6n de sustrato sobre la actividad de esta enzima. Es evidente la curva b1f4-

sica que se presenta a los 2 min de incubaci6n. Sin embargo, la misma reacci6n 

incubada a 1 y 4 min presenta el mismo comportamiento, lo que sugiere la posi­

bilidad de tener una enzima con dos sitios diferentes de reconocimiento para 

el sustrato, o bien, dos enzimas (35). 
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Se ensayó el efecto de la ol igomicina (10 y 20 pg mg-1) sobre la activ_i 

dad de la ATPasa en estas PSM •. Los resultados muestran (Fig 11) una inhibición 

parcial {36 y 46:1. respectivamente) de la hidrólisis de ATP, haciendo monofásica 

la curva de actividad. Las dobles reciprocas presentan un·quiebre que puede su-

gerir la presencia de 2 sitios catalíticos o de reconocimiento del sustrato. 

4' 

4' e 10 
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Figura 10. Estudio Cin6tico de la Hidrólisis del ATP en 
PSM de Placenta. La actividad se ensayó en un medio que 
es similar al descrito en la Fig 8 a excepción que el 
pH fue ajustado a 8. En este experimento se emplearon 
3 tiempos diferentes de incubación, al término de los 
cuales se adicionó TCA 6%, concentración final, para 
parar la reacción. Temperatura 30ºC. Volumen final lml. 

Otro inhibidor de la ATPasa es el DCCO. La acción de este compuesto se 

muestra en la Fig 12. Al igual que la oligomicina, el DCCD (2 y 5 nmolas mg-l) 

presenta una pobre inhibición (33 y 19%), sin embargo, las dobles recfprocas 

no hacen evidente el quiebre que se presenta en las figuras anteriores, lo que 

puede indicar un mayor efecto sobre uno de los sitios catalfticos, ya que uno 
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Figura 11. Acci6n de la.Oligom1cina sobre la Act1v1dad de 
la ATPasa de PSM de Placenta. Las cond1c1ones experimenta~ 
les son'iguales ·que en la.fig 10. La·olfgonlfcina se adicio 
n6 a las PSM y·fueron preincubadas 'durante 10 a .15.min a -
30°C. La reacci6n se iniciG con la adfciGn de·2.s J.1110las 
de ATP. Volumen final 1 ml. OLIGO • ol igomicina. - · 
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de los par&metros cinl!ticos, el coeficiente de .fffll, se aproxima a l' (Tabla II), 

sugiriendo un comportamiento.Michaeliano, no cooperativo. 

En la.fig 9 se observa un pico de mfxima actividad para la .ATPasa, .pero 

este dato no indica que s61o exista esta enzima en las ·psM, lo'cual abre· lapo­

sibilidad de tener presentes otras enzimas capaces de .hidrolfza·r AdN. Ha sido 

descrito eh la 1 iteratura la presencia dé una ADPasa en placenta humana· (~.6, 

37), y ha sido demostrado que esta actfvfdad se inhibe por Naf en concentracio­

nes que van desde 9 hasta 40 mM (38). Al ensayar. la actividad de la ATPasa en 

presencia de este inhfbidor (10 mM) se observa una.disminucidn importante de 

la actividad enzimUfca (27%), .sfn embargo, la adicidn .de 10.'~g de o11gom1c1na 
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Figura 12. Efecto del DCCD en la Hidr6lisis de ATP en 
PSM de Placenta Humana. Las condiciones experimentales 
son.iguales a las mencionadas en la Fig 10. Aias PSM 
se les adicion6 2 o s nmolas de DCCD y se preiricubaron 
duarnte 30 a 45 min a 30°C. La reacci6n se inici6 con 
la adici6n de 2.5 1J1110las de ATP. Volumen final 1 ml. 
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en estas condiciones no inhibe al 100%, alcanzando s6lo.el 64% de la actividad 

restante de la ATPasa. Las dobles recfprocas tambH!n presentan un ·quiebre que 

sugiere la existencia de 2 sitios catalfticos de reconocimiento para el sustra-

to (Fig 13). 

La Tabla 11 muestra los parámetros cinéticos de los experimentos ante­

riores. se observa en el control ·que en presencia de Naf (10 mM), el factor de 

Hill permanece cercano a 0.5, lo que sugiere una cooperatividad negativa, la 

cual permanece aún cuando la ATPasa se ensaya en presencia de.o11gomic1na. La 

característica que presenta la hidr6lisis de ATP como un.evento de cooperat1v1-



(1 

1/ ATP 
1 

Figura 13. Activida de la ATPasa de PSM de Placenta Humana 
en Presencia de NaF. Las condiciones experiemntales de ensayo 
fueron igual a las reportadas en la Fig anterior. La soluci6n 
de NaF usada se prepar6 antes de· su uso, asegurando que el 
pH final fuera 8. La concentraci6n del inhibidor·fue 10 rrtil. 
Cuando se utiliz6 oligomicina fue a una concentraci6n de 10 
µg. Volumen final 1 ml. Temperatura 30°C. Tiempo de reacci6n 
2 min. 

T1bll 11. P1r'8ttros Ctndttcos de 11 Acttvtd1d de h 
ATP111 en Pr111nct1 de Otf1rent11 lnhtbtdore1, 

VIII• 1i So.s 
.-0111/1111/lltn "" 

control 0.822 o.550 o.467 

OltgOMtctna 10 µg/1111 0,423 o.aso 0.110 
01 tgaotctna 20 µg/og 0.690 0.270 3.354 

DCCD 2 -111/llQ 0.429 1.000 0.101 
DCCD 5 -111/llG 0.527 o.no O,IH 

Haf 10 .. . 0.735 0.550 2.924 
Naf 10 "" + Oltgo 0.475 o.280 11.352 

Los result1do1 de cado e•pert•nto .. 1trado en In 
flgur11 1nt1rtor11 11 11111l11ron para obtener 11to1 
p1rlllttros. 1'111u • 1'1loctd1d 11bt11; H • coeftctent1 
de fff11, • 

ª··------- -- ---- -- ---··--
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dad negativa es sorprendente, ya que reportes de la literatura demuestran que 

la cooperatividad negativa se observa en la sfntesis del ATP y no en su hidr6-

1 is is. 

La F1-ATPasa de mitocondrias de placenta humana ha sido aislada y puri­

ficada a homogeneidad (39}. La actividad hidro11tica de esta enzima pura al 

igaul que el de otras F1-ATPasa aisladas, muestra una alta especificidad para 

su sustrato, el ATP. Con base en este dato, los resultados mostrados hasta el 

momento no pueden ser explicados como una consecuencia de la actividad de la 

F1-ATPasa, sino más bien podrían explicarse si pensamos en la presencia de otra 

enzima, una ADPasa que utilice los productos de hidr61isis de ATP. La ADPasa en 

varias c~lulas y tejidos ha sido demostrada (40-49), incluso en placenta· (36, 

37); sin embargo, no se han hecho intentos para su caracterizaci6n. 

La Tabla 111 muestra la actividad de la ADPas~ en diferentes fracciones 

subcelulares de la placent humana. Se observa que esta actividad se asocia a 

las mitocondrias, incrementando su actividad en las PSM. Para conocer la loca-

1 izaci6n de la ADPasa dentro de la mitocondria, se determin6 la actividad de 

esta enzima en mitocondrias fntegras, mitoplastos y membrana externa mitocondrial. 

Los resultados (Tabla IV) demuestran que la actividad hidrolftica del ADP per­

manece en los mitoplastos, sugiriendo la presencia de la ADPasa en la membrana 

interna mitocondrial. Con base en estos resultados se decidi6 estudiar a la 

ADPasa en PSM. 

Table 111. Actividad de la ATP11a y ADP11a en Dlfe• 
rentes Fracciones de Placenta HUlllna. 

HomOgenado 
Mltocondrlas 
PSH 

ATPua 
1001 
1751 
3481 

ADPasa 
1001 
2161 
2701 

una cantidad constanta de protalna (11111) n ut111· 
zG para detenolnar la hldrGlhls da los nuc11Gt1d0s. 
El •dio da reacclGn 11 Igual al usado tn la flg 15. 
Vol11111n final 1 •1 · T-ritura 30'C. 



Tabla IV. Actividad de Ja ATPasa y ADPasa en Diferentes 
fracciones Mltocondrlales. 

Mltocondrlas 
Hltoplastos 
Hel1br1n1 Ea t1rn1 

IJllOlas mg·I mln·I 

ATPasa ADPu1 

0.192 
0.343 

0.041 

0.121 
0.260 
0.040 

LH mltocondrlas se aislaron COlllO 11 101nclonG an Mata­
rla! y Matodos. los •ftoplastos se obtuvieron con dlgl­
tonlna al 0.11. la Nllbrana externa •ltocondrfal fua 
11pared1 de los 11ltoplutos por cantrlfugaclGn dlfaren­
ctal. Los re1ult1do1 esUn expre11do1 COlllO .-0111 de 
PI liberado. · 
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A pesar de tener los controles de contaminaci6n celular de las PSM, se 

decidi6 detenninar si la actividad de ADPasa era resultado de una uni6n ines-

pecifica a las PSM. Para ello, las PSM fueron lavadas o sonicadas en presencia 

de 100 mM KCl. La Tabla V muestra que los m~todos de lavado no eliminan la ac­

tividad de la ADPasa en las PSM, pero si incrementan su actividad, lo que su­

giere que la enzima está asociada a la fracci6n mitocondrial. 

Tabla V. HldrGltsts de ATP y ADP en PSM da Pl1cante 
~111 lavad11 con Ktl • 

ATPaH ADPua 
"'°111 de PI 11g·I •In ·I 

PSH control o.&i2 0.404 
PSM lavadas con KCI 0.649 0.429 
PSM sonlcadas 0.685 0.461 

con Ktl 

las PSM 11 lavaron con IDO di Ktl haciendo une dllu­
clGn da 40 vecos. L11 PSH diluidas 11 lncub1ron an 
bino da hielo con 1glt1clGn durante IS 1 20 •In y da! 
pufs 11 recuperaron por ultr1centrlfu91clGn. Las ~ts­
NS condiciones se emplearon para la sonlcaclGn que 
fua da 45 seg con lntarvalos da 60 seg, en 3 ciclos. 
Al U111lno de la 1onlc1clGn 111 PSH s1 ncup1r1ron 
por ultracentrlfugaclGn. 

Como paso siguiente, se decidi6 ~etenninar las condiciones 6ptimas de 

esta actividad. La Fig 14 ·muestra que la actividad de la AOPasa a diferentes 

pH presenta 2 picos de actividad, uno a pH de 8 y otro a pH de 10, lo que su­

giere la presencia de 2 enzimas. En relaci6n a este resultado, ha.sido des~ri­

to en otros sistemas, que la ADPasa es dependiente de.magnesio (40,41,44). Bajo 
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este criterio se determinó la capacidad hidrolítica de ADP en PSM en presencia 

del catión divalente. La Fig 14B muestra que el magnesio es necesario para expr~ 

sar la actividad a pH 8, mientras que la actividad a pH no se afecta. La elimin,!· 

ción de magnesio del medio de incubación producida por la adición de EGTA inhibe 

ambas actividades (Fig 141l). 

º·''® 

11,ll~n 

pll 

Figura 14. Efecto del .pH y la Concentración de'Mg2+ sobre 
la Actividad de ADPasa en 'PSM de Placenta. La ·hidrólisis 
de ADP se ensayó en un medio que contenfa: 100 mM KCl; 
5 mM MgCl2 y 2.5 J.Jll10las de ADP. Para los diferentes pH 
usados se emplearon los siguientes amortiguadores: citrato 
para pH 3-5; MES para 6-6.5; Tris-HCl para 7-8; boratos 
para 8.5-9 y carbonato/bicarbonato para pH 10-11. La con­
centración de los diferentes amortiguadores fue de 30 mM. 
En la gr~fica B, la actividad de la ADPasa se ensayó en 
ausencia· de magnesio (trazo superior), y en ausencia de 
magnesio y además en presencia de 10 mM EDTA (trazo infe­
rior). Temperfttura 30°C. 

Estos resultados .sugieren que el pH óptimo de la ADPasa es 8. La acti­

vidad observada a pH 10 pudiera ser debida a la presencia de una fosfatasa ale! 

lina, la cual ha sido reportada en este tejido y que es inhibida por EDTA. Sin 

embargo, la capacidad de reconocimiento de esta fosfatasa sobre el ATP y el 

ADP es pobre, presentando una insignificante.hidrólisis de estos nucleótidos 

a pH 8. 
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Para estudiar la hidr6lisis de ADP en estas PSM· se emplean una serie 

de inhibidores de la ATPasa y fosfatasa que se ensayan tanto en la hidr6lisis 

de ATP como en la ADPasa. Los resultados se presentan en la Tabla VI. Se obser 

va .que los porcentajes de inhibici6n son similares para ambas actividades, lo 

cual sugiere que la hidr6lisis de ATP y ADP puede radicar en la misma proteina, 

o bien, que sea un artefacto de enzimas contaminantes. 

Tabla VI. Efecto de Diferentes inhibidores sobre la 
Actividad de ATPasa y ADP11a en PSH de Placenta Huaana, 

ATPaH ADPua 
1 d• inhibtctGn 

VAH 100"" 21.90 28.SD 
OEB 500"" 5D.82 3&,51 
TFE 500"" 35,M 29.02 
N1N3 ID 1111 42.37 4D.ll 
KCN ID llM 15,15 2&.01 
LICl3 ldt 2&.42 15.61 
DCCD 0.11111 44.98 31.8D 
NaF 100"" 30,16 34,85 
NiCl2 11111 64.24 80,80 
NICl2 ID llM 80.17 64.58 
L-Fon o.a"" 2.t7 5.27 
L-Fon 2&"" 6,8D 1.0& 
DlttD 80 ug 45.at 35.13 

El curso temporal de la hidrólisis de ADP no es lineal, presentando 3 

pendientes diferentes que inician a los 2 y 10 min (fig 15). Estos resultados 

permiten elegir un tiempo de reacci6n de 2 min para trabajar en velocidades in.! 

ciales. 

Los resultados obtenidos inquietan, ya que como se mencionó antes, su­

gieren la posibilidad de que la hidrólisis de ADP sea un artefacto por contami­

nación con miocinasa. La Fig 16 presenta un esquema del posible fen6meno que 

pudiera explicar la actividad de la ADPasa. 

A continuación se plantean una serie de experimentos que pennttan demo1 

trar la existencia de una ADPasa o de un artefacto en las PSM de placenta humana. 



•.,, 
E 2 
o 
] 
..:¡. 
:.: 

:: 1 o e 
"-

./ 
/ 

1 20 
tiempo (mln) 

Figura 15. Curso Temporal de la Hidr6lisis de AOP en 
las PSM de Placenta Humana. Una alfcuota de 1·mg de 
proteina de las PSM se incub6 eri un medio que contenfa: 
30 mM Tris-HCl, pH 8; 1 mM'M9Cl2 y 2.5 µmolas de ADP 
o p-nitrofenil fosfato (pNFF). Cuando se utiliz6 la 
L-fenil alanina su concentraci6n final fue 26 mM. Tem· 
peratura· 30ºC. Volumen final 1 ml. · 

_ ~ fATPYAMP 

~AOPÁADP 
Figura 16. Mecanismo Probable que.Puede Explicar la 
Presencia de la ADPasa en PSM de Placenta Humana. La 
Figura sugiere la presencia de miocinasa. En estas con­
diciones, el ADP adicionado .al medio de reacci6n es 
utilizado como substrato de la miocinasa ·que sinte­
tiza. ATP, substrato que es reconocido e hidrolizado 
por la ATPasa. Si este sistema se encuentra en las 
PSM de la placenta, se puede infe.rir que el Pi liberado 
proviene del ATP y que no existe la ADPasa. 
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Con base al esquema presentado, se decide cuantificar.la sfntesis de ATP por 

estas PSM. La Tabla VII muestra que la producción m4xima de ATP es de 12.11 
-1 -1 nmolas mg min . Esta sfntesis es sensible a la adici6n de 8 mM de AMP, 

logrando una inhibición del 90%. Es claro que las PSM son capaces de sinteti­

zar ATP a través de la miocinasa, sin embargo, esta producción de ATP no ex­

plica la velocidad de.hidrólisis de ADP que se presenta en las figuras ante­

riores, que alcanzan valores aproximados de 500 nmolas mg-l min-l, lo cual des­

carta la posibilidad de que la miocinasa sea la responsable de los resultados 

de la ADPasa. 

Para asegurar la presencia de esta enzima, es decir de la ADPasa, se 

determina el curso temporal de la hidrólisis de ADP y se cuantifican los AdN 

Y el Pi liberado. La F1g 17 muestra que el ADP desaparece de manera sfncr6nfca 

a la aparición de Pi, mientra que las cantidades de ATP detectado son pobre, 

lo que apoya la idea de que la cantidad de ATP sintetizado no es la causa del 

Pi liberado, y en cambio apoya la idea de que el Pi proviene de la h1dr6lfsis 

de ADP. Este mismo experimento se realizó en presencia de hexocinasa (HK) y 

glucosa para capturar el ATP presente. Los resultados obtenidos son iguales 

en presencia o ausencia del sistema enzimático para capturar ATP. 

En esta serie de experimentos, se determinó la actividad de la ADPasa 

en presencia del sistema HK + glucosa para capturar el ATP pero se varfan las 

concentraciones de ADP. La Fig 18 presenta los resultados de este experimento 

y sugieren que el Pi 1 iberado proviene del ADP. Sin embargo, la produccf6n de 

glucosa-6-fo.sfato que se obtiene del sistema enzfm4tfco podrfa ser substrato 

de la fosfatasa contaminante, ·que como se mencfon6 antes, presenta una pobre 

actividad a pH a. 

Para aclarar estos resultados y.evitar la producci6n de posibles subs­

tratos para la fo.sfa,tasa, se ensay6 la actividad de APPasa en presencia de AMP, 



Tabla VII. Sfntesfs de ATP por 11foc1nasa en PSfl de 
Placenta humana. 

nd1 AOP ATP +AMPBmM s de lnh1bfcton 
IJllOlas/mg/mfn 

0.10 J,93 o.oo 100 o.zs 6.ZI o.oc 100 
o.so g,47 o.oo 99 
0,75 0.61 o.so 90 
1.00 6.62 o.so 87 
1.50 9.95 2.00 79 
2.00 10.00 o.no 92 
3.00 12.11 1.70 85 
4.00 7.39 1.60 78 s.oo 0.21 1.60 80 

La sfntesfs de ATP se detennlnO cuantlf1cando 11 deSI· 
partcfOn de NAOP en un stst0111 enztClo!t1co 1copl1do 
que contenla: SO di Trll·ac•tato, pH 8¡ 3 .. 1e1t1to. 
de magnesto; 20 di 9luco111 8 id! HP04; 170 di 11c1r111; 
10 U HK¡ 10 U G6PDH y lu dtfer1ntes concentractonn 
de ADP que se fnd1can. DllP<lfl de 6 1 7 mfn de cu1nt1· 
far la desaparfcfOn del NADP, se adfc1on0 11 Cltdfo 8 ali 
de AMP para fnhfbfr 1 h 1foc1n111. 

1.0 \. ~PI 

·r' • ADP · 

E \\ ··ATP~··· 
I~ 
•o 
JI ·y 
~o.o / . ....., 

! L ··"-------· 
o.o~ .4 ·6 é 1b 

!lampo (mini 

Figura 17. Cuantifi.caci6n de Nucle6tidos de Adenina y 
Pi Durante la Hidr6lisis de ADP por PSM de Placenta. 
Un mg de proteina de las PSM se incuba en el .siguiente 
medio: 30 mM Tris-HCl, pH 8; 1 mM MgCl2; 1 µmola de 
ADP; 20 mM glucosa y 10 U HK. Volumen.final 1 ml. 
Temperatura 30°C. 
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Figura 18. Actividad de la ADPasa en Presencia de Glucosa 
y HK. Las PSM se incubaron en un medio·que·contenfa: 30 
mM Tris-HCl, pH 8; 1 mM MgCl2; 20 mM glucosa; 10 U HK 
y las diferentes concentraciones de ADP. Vólumen final 
1 ml. Temperatura 30°C. 
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que como se observó en la Tabla VII es inh1b1dor de la mfocinasa. Los resulta­

dos muestran (Fig 19) que a 8 mM de AMP hay una liberación de Pi, lo que sugi! 

re fuertemente la hidrólisis de ADP. Teniendo en cuenta la contaminaci6n de la 

fosfatasa, este último experimento se repitió en presencia de un inhibidor 

especffico de ésta, la L-fenil alanina a una concentración de 26 mM. Los result! 

dos muestran que la presencia de este inhibidor de la fosfatasa alcalina no 

afe.cta la hidr6l is is de ADP, y apoya substancialmente que en las PSM de placen_ 

ta humana existe la actividad de AOPasa. 
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Figura 19. Efecto de la Concentracidn de AMP sobre la ' 
Hidr61isis de ADP en PSM de Placenta 'Humana. La hidr6 
lisis de ADP se ensay6 en un medio que contenfa: 30 iiiH 
Tris-HCl, pH 8¡ 1 nfl MgCl2i 1 nfl ADP y las diferentes 
concentraciones de AMP. ET trazo inferior se ensay6 
en presencia de L-fenil alan1na (25 mM). Volumen final 
1 ml. Temperatura 30ºC, 
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DISCUSION 

Este trabajo presenta la caracterizaci6n del transporte de nucleótidos 

de adenfna en mitocondrias y su hidrólisis en mitocondrias y PSM de Placenta 

Humana. 

Datos de la literatura (52,53) muestran·que. el calcio es un factor que 

afecta el transporte de AdN, lo cual podrfa explicar los datos mostrados en la 

Fig l. Sin erroargo, experimentos de respiraci6n realizados en presencia de 1, 

2 o 3 mM EGTA no cambian el estfmulo inducido por ADP. También ha sido report! 

do en mitocondrias de tumores que la respfracfCln estimulada por ADP se afecta 

por altas concentraciones de calcio intramitocondrial .(50,51). En ·nuestro sis­

tema, la concentraci6n de calcio 'fue cuantificada dando un valor de 65 nmol mg·l 

mientras que en las mitocondrias de hfgado de rata la concentración fue de 25 

nmol mg·l. 

Por otro lado, los resultados presentados ·muestran claramente que el 

transporte de ATP y sobre todo el de ADP esUn disminuidos en mftocondrfas de 

placenta humana cuando se comparan a las mftocondrias de.hfgado de ~ata. Datos 

de la literatura indican que una posible alternativa de esta disminuciCln de la 

tr.aslocasa es el contenido de nucle6tidos de adenina intramitocondriales (54). 

En este trabajo también se determ1n6 la concentraciCln de estos (ATP 1.24, 3.34; 

ADP 5._78, 7.63; AMP 1.09, 3.00 nmol mg·l en placenta e hfgado respectivamente) 

y los resultados mostraron en general una dismfnuci6n pero no en el grado en 

el que se ha reportado como causante de un recambio pobre. 

También se ha reportado (55) que la composiciCln de la membrana es im­

portante para pen11itfr una 'función aclecuada de las proteinas que en ella se lo-
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calizan. Como se mencione!, las mitocondria~ de placenta h~mana muestran una com 

posici6n lipfdica caracterfstica, con un incremento·substancial de .esfingomiel.!. 

na (33,34), y de colesterol. Ha sido demostrado que el incremento de colesterol 

a nivel de la membrana aumenta la rigidez de ~sta produciendo una disminuciCln 

de la actividad de las proteinas embebidas en ella. Esto sugerirfa que la com­

posiciCln de la membrana podrfa ser el factor principal qué interviene en la 

funciCln del traslocador. Por lo tanto, como se muestra en los resultados, el 

transporte de ADP a diferentes tem-peraturas no se ve afectado; esto sugiere 

que la composiciCln l ipfdica de. la membrana no pennite cambios que fa.vorezcan 

una adecuada funciCln de la traslocasa. 
' 

Datos de este laboratorio indican por otro lado, que las mitocondrias 

de placenta contienen aproximadamente 30 ~g de colesterol mg-1• mientras que 

en hfgado sOlo se cuantifican valores entre 4 a 6 ~g de colesterol por mg de 

proteina. Esta alta concentraciOn (6 veces aproximadamente) de colesterol po­

drfa explicar la rigidez que la membrana muestra a las.diferentes temperaturas 

ya que se ha demostrado que el incremento de colesterol en la membrana empaca 

m4s a los lfpidos que en ella se encuentran y esto resulta en una mayor rigi­

dez con el consecuente secuestro de las proteinas y ·su menor mobilfdad. Esto 

explicarfa tanto los hallazgos del con~umo de oxfgeno como del transporte de 

AdN. 

Estos resultados tendrfan signiff.cad.o, .si consideramos ·que· un aporte de 

AdN disminuido podrfa favorecer la .sfntesis de progesteron~~ ya que 'durante el 

último trimestre del embarazo la produccfCln de esta honnona.alcanza valores 

crecanos a 600 mg en 24 horas· (2). 

La infonnaciOn obtenida ·nos.hizo detenninar. las caracterfsticas hidro-

1 fticas de ATP por estas mitocondrias. Es .evidente 'que las ·pSM presentan un~!J'J · 

pobre contaminaciOn con restos celulares. Se.ha. report~do'que la F1-ATPasa·pu~ 
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rificada a homogeneidad de mitocondrias de placenta humana presenta un doble 

sitio de reconocimiento para el substrato (39), lo que pudiera explicar que 

la hidrólisis de ATP presente una curva bifásica. Es sorprendente que esta 

caracterfstica de la enzima pura se presente en las PSM. Sin embargo, existe 

la alternativa de que esta actividad se deba a 2 enzimas, que bien pudieran 

ser 2 ATPasa. Esta posibilidad carece de suficiente apoyo, ya que como semen­

cionó 1 a F 1-ATPasa purificada a homogeneidad presenta esta caracterfstica. Po­

siblemente ·otro par de enzimas podrian ser la alternativa para explicar la atf­

pica hidrólisis de ATP en las PSM de placenta humana. 

Datos de la literatura muestran que en mitocondrias de testfculo (56) 

la oligomicina presenta una pobre inhibición. En el transcurso de esta inves­

tigación demostramos que en las PSM de placenta humana la máxima inhibici6n que 

presenta la oligomicina y el DCCD es pobre (50 y 33%, respectivamente). Es de 

interés señalar que el trazo de consumo de oxfgeno en presencia de ol1gomicina 

inhibe al 100% la respuesta al ADP. En mitocondrias de tejidos tumorales se ha 

demostrado (57-63) que el DNP estimula eficientemente la respiraci6n pero no 

así la actividad de la ATPasa. Se ha demostrado que el DNP no estimula esta en­

zima porque en forma muy rápida el dasacoplante induce la salida de magnesio 

(62,63). Este ejemplo tal vez podrfa emplearse para buscar la posible causa de 

porque estos compuestos (oligomicina y DCCO) son efectivos en inhibir la respi­

ración y no asf a la ATPasa. 

La presencia de una ADPasa ha sido descrita en la palcenta (36,37) y 

esta proteina podrfa ser la causante de 1a falta de inhibici6n por o11gomic1na. 

Es necesario señalar que escasos son los trabajos que han descrito a la ADPasa 

en placenta, y en estos trabajos no se ha seguido una sistematizacidn de los 

hallazgos por lo que no se descarta la posibilidad de que esta actividad sea 

de una fosfatasa. También se ha sugerido que esta ADPasa es sensible a NaF.·En 

los resultados se muestra ·que la presencia de NaF en el medio de hidr6lfsis de 
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ATP produce una disminuci6n importante en la liberaci6n de Pi, sugiriendo que 

s6lo la F1-ATPasa ser1a la enzima que estar1a funcionando. Sin embargo, la 

adici6n de oligomicina (10 µg) no es capaz de bloquear al 100% la hidr6lisis 

de ATP, lo que apoya la idea de que el mecanismo de la ATPasa en ese sentido 

es diferente a los ya conocidos. Otro dato que también apoya a esta suposici6n 

es que el coeficiente de Hill en estas condiciones (la ATPasa en presencia de 

NaF) no cambia, ya que el valor de 0.5 podr1a ser consecuencia de la interac· 

ci6n de 2 enzimas, de la ATPasa y de la ADPasa (35). 

Por otro lado queda el hecho de que la F1 aislada de placenta humana 

presenta un comportamiento similar al de otros -sistemas con respecto a la hi· 

dr6lisis de ATP, en donde el ADP es un potente inhibidor. En este sentido, se 

hace necesario un estudio cinético m!s detallado, Una alternativa es que la 

F1-ATPasa no esta acoplada, lo que impide que la oligomicina inhiba en fonna 

eficiente¡ .sin embargo, .el DCCD que.tiene un.sitio de unf6n diferente al de la 

ol igomicina tampoco inhibe eb fo.nna eficiente a la ATPasa. 

Lo que es interesante de estos resultados es que la inhibicfOn produci· 

da por estos agentes es .difere.nte¡ en lo que la ol igomicina mantiene abajo de 

1 el coeficiente de Hill, el DCCD lo lleva a la unidad. Esto podrfa hablar de 

sitios diferentes de reconocimiento del sustrato en ·los ·que actua el fnhibfdor. 

Asociado a este hecho es relevante que el coeficiente de Hfll para el control. 

es de 0.5, que indica cooperatividad negativa. Ha-~fdo reportado para 11-sfnte­

sis de ATP (64) que existe una cooperatfvidad negativ.a, pero no en la hidr011· 

sis. Por el momento desconocemos la importancia de este fen6meno. Estos resul· 

tados podrfan explicar la presencia de las ·curvas bif!sicas mostrada~ en la 

Fig 10. 

En mitocondrias de corteza adrenal se ha descrito la presencia de una 

ATPasa insensible a ol igomi cina (65), la cual se a~oci~ ·a movimientos .de calcio. 
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Esta ATPasa se local iza en la membrana externa de la m1tocondria. En los resul­

tados presentados en este trabajo no se puede pensar en una acci6n similar, ya 

que a diferencia de los datos de la literatura (65) las mitocondrias de placenta 

muestran un control respiratorio alto en presencia de magnesio. Lo que se puede 

suponer es que el sistema de hidr6lisis de ATP es diferente al de sus sfnte­

sis, o bien, que·existe la presencia de otra enzima que hidroliza AdN y que a 

su vez explica los valores cercanos a 6. µmolas de Pi liberado cuando inicial­

mente se emplaron 2,511molas de ATP (Fig 8). 

La posibilidad de tener presente una enzima contaminante no se habfa 

descartado, y la ADPasa era el candidato posible; con base a esto se caracte­

riz6 dicha enzima. Los resultados demuestran que esta actividad se localiza 

asociada a las mitocondrias y al parecer, en forma especifica a la membrana 

interna. La actividad de la AOPasa no es el efecto de una contaminaci6n por 

restos citoplásmicos, ya que el lavado con KCl·para desprender proteinas aso­

ciadas a la membrana en forma inespecffica no elima la actividad de esta en­

zima. Más aún, el lavado y sonicado de las PSM con KCl tampoco induce· pérdida 

de la actividad de la ADPasa. Es importante hacer notar que este último paso 

se hizo empleando una concentraci6n de 1 M de KCl y la actividad de ADPasa 

permaneci 6 inalterada. Esta enzima, al i gua 1 que otras AOPasas, tiene un pH 

6ptimo de 8 y requiere de la presencia de magnesio (1 mM}, pero mayores con­

centraciones de cati6n producen inhibici6n de la enzima. 

Como una posible alternativa para explicar la .hidr6lisis de ADP,.se 

palnte6 que esta fuera el resultado de una fosfatasa. En la placenta existe 

una proporci6n importante de fosfatasa alcalina y ha sido demostrado que se 

localiza tanto soluble como unida a membrana, También se ha demostrado que 

esta fosfatasa es inhib-da por la presencia de L-fenil .alanina. En la Fig 15 

se mostr6 el curso temporal de la actividad de ADPasa y fosfatasa. Es evidente 



que la hidrólisis de ADP presenta la mayor liberación de fosfato, mientras que 

el pNFF no. Este último experimento se repitió en presencia de L-fenil alanina 

y muestra que la hidrólisis de pNFF se inhibe el 70% a los 20 min, mientras que 

la hidrólisis de ADP sólo se inhibe un 6%. Es conveniente señalar que las PSM 

estuvieron preincubadas 5 111in en presencia del inhibidor, de tal manera que 

la unión entre éste y la proteína de las PSM fuera óptima. También es importan­

te señalar que no se puede pensar en que el ADP desplazara a la L-fenil alanina 

ya que el ADP está a una concentración de 2.5 mM mientras que el inhibidor a 

26 mM (10 veces más concentrado). Por otro lado la inhibición que produce la 

L-fenil alanina es incompetitiva. Esto indica que la fosfatasa no es responsa­

ble de la hidrólisis del ADP. Más aun, los difrentes substratos para la fosfa­

tasa muestran velocidades de transformación similar, siendo el pNFF el de mayor 

afinidad para la enzima. Al hacer el análisis de la hidrólisis de ADP con res­

pecto al pNFF vemos que el ADP se hidroliza 400% más que el pNFF (100%). Por 

otro lado, ha sido reportado que la fosfatasa alkalina de placenta tiene poca 

capacidad para hidrolizar ADP y ATP, dato que se confirma en la Fig 15. Por lo 

anterior es diffcil pensar que la fosfatasa sea responsable de la actividad 

de la ADPasa en las PSM de placenta humana. 

La inhibición del 6% que se observa en la hidrólisis del ADP en presen­

cia de L-fenil alanina, se puede explicar a que en cierta medida la fosfatasa 

hidroliza al AMP que es el producto de la actividad de la ADPasa. Este dato ind.i 

ca que la fosfatasa no interfiere en forma significativa con los resultados ob· 

tenidos. 

La Fig 16 presenta la posibilidad de que la miocinasa pudiera explicar 

la actividad de la ADPasa. Sin embargo, bajo este argumento deberfamos esperar 

una liberación de Pi que correspondiera a la mitad de la concentración de ADP 

adicionado al medio, ya que se requieren 2 moléculas de ADP para sintetizar. 
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una de ATP. Es claro que en los resultados mostrados este no es el caso, ya 

que los valores de Pi liberado corresponden más bien a la hidrólisis de ADP. 

Por otro lado, se ha demostrado que en la F1-ATPasa aislada de placenta humana 

el ADP produce una inhibición de la hidrólisis de ATP (39). Esto sugiere que 

si las PSM sintetizan ATP este no podrfa ser el substrato de la ATPasa ya que 

el ADP bloquearía el sitio activo, al menos en los primeros minutos. 

A pesar de estas consideraciones fue necesario demostrar experimental-

mente la presencia de la ADPasa. La sfntesis de ATP máxima que alcanzan las 

PSM es de 12 nmolas mg-l min-1. Esta producción de nucleótido no explica los 

valores de 500 nmolas o m4s de Pi liberado por mg y por min mostrados por la 

ADPasa. 

El ATP producido por las PSM, aunque es poco, fue secuestrado en un 

sistema acoplado de HK y glucosa para asegurar que la ATPasa nunca encontrara 

sus sustrato; los resultados mostraron que en este sistema donde no aparece 

ATP disponible, la presencia de ADP en el medio de reacci6n produce la libe­

ración de Pi, este dato apoya en forma importante la existencia de la ADPasa. 

Sin embargo, nos vino la idea de que la ADPasa pudiera ser un artefacto pro­

ducido por la presencia de una fosfatasa. Datos de la literatura (66) deiooestran 

que la fosfatasa alcalina puede hidrolizar nucle6tidos de adenina, aunque a 

una velocidad muy baja. También se mencionó que la L-fenil alanina es su inhJ.. 

bidor. Con base en estos datos y conociendo que el AMP inhibe la sfntesis de 

ATP, se ensay6 la actividad de la ADPasa en presencia de estos dos inhibido­

res. Los resultados mostraron (Fig 19) que el ADP es hidrolizado en estas con­

diciones, lo que revela en forma concluyente la presnecia de la ADPasa en 

PSM de placenta humana. Este argumento se apoya también en los datos mostra-

dos en la Fig 17, donde.claramente se demuestra una estequiometrfa de un ADP 

hidrolizado por un Pi liberado. 



l 
l 
l 

33 

Una de las incognitas que queda por resolver es conocer el proceso en 

que la ADPasa participa, cómo se regula, cómo se relaciona con las funciones m.:!_ 

tocondriales y su papel fisiológico en la placenta humana. Es posible que una 

de las principales funciones de esta ADPasa sea la de participar en los mecani~ 

mos de vasodilatación del sistema circulatorio de la palcenta, ya que de este 

órgano y de su eficiencia depende tanto la nutrición como la manutención del 

feto durante la gestación. 

Ha sido postulado en otros tejidos que la ADPasa participa en la degra­

dación de ADP para proporcionar AMP como substrato de la 5-nucleotidasa en con­

diciones de izquemia. La nucleotidasa es capaz de producir adenosina, que es 

liberada al torrente circulatorio en donde la adenosina tiene un efe.cto vaso­

dilatador. 

Por otro lado es posible que la adenosina asf producida, juegue un pe­

pel importante en la regulación de algunas vfas metabólicas que permita que 

la placenta sea capaz de responder a cualquier tipo de estfmulos, de tal mane­

ra que la protección del feto sea eficiente. 
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AMlr11c1--1. Thc purposc of this work wo1s to study thc cxchunsc of adcninc nuclcotidcs In' rnlloehondria 
isolatcd from human plm.:cnló! tis~uc. . 

2. Thc rcsulis indicatc 1ha1 ADP and ATP are transloca1cd al a lower rate than those rcpcined Cor ni 
· ·uvcr milochondriu. 
· 3: 11 is prorc·~i:d thilt thc timitc:d trnnsrort is duc: 'º ~he P1.1rticut11r urid compo11t1on or p11centa1 
mitocho.ndri• mcmbranc, which induces on urrcst in membrunc ftuldlty with lhe consequenl ratricllon 
In adcnint nuclcoLide transloi:asc mobilit)'. 

lNTROIJUCTION 

Severa! studics on ADP and A TP transport mech· 
·anlsm of both animal nnd plant mitochondria have 
bccn publisltcd (.lunovitt ,., "'" 1976; Pfalf et al., 

Polytrou apparatus at 5000 nv/mln wlth 21 oC 0.25 M 

1

,. · '. · · 
1ucro1c-I mM EDTA. 1111 hOIDOftlllla - lllllnd .' ",· · 
throu¡h 1ur¡lcal 11uzc, lhe pH ldjllltld 10 7.l wltb Tria- · ·• · · " 
base, and then ccntrll\ipl In a Sorvall RC SB nflillntlcl •·;·: : . : 
centrlíugc at 1000 .r ror 10 mln. Tbe aupcmatanl - -111-1. '{i~· .. / ( 
íugcd al 12,000 r/min ancl the raut1ln1 pella! waabld onoa IA < ' .. :.1968; Vignais et al., 1973). From thcsc studies, it is 

... . ... .. ñiiw known lhnt thc physiolosicul trunslocation or . with IUCIOH·EDT "·Soma puntal mltocbonclria pnpan• 1 ,,;.:.,.,;;::'.:. 
tions were further purifted in a Flcoll lfldllnl (Moore ud _ .... - ...... 
Jobsis, 1970). 

·:· : .. .' .. ;.,:adenine nuclcotidcs is medialcd through an adcnine 
· nuclcolide lrnnslocuse (Píaff et al., 1965; Vignais, 

-1976). 
.. In mitochondriu of <tcrriid producing cndocrinc 

···-'·· . ··,;,,lissuc utili7Jllion or thc cncrgy dcrivcd from sub· 
. . . ' slialcs for 'hormonal biosynthcsis has becn shown to 

Oxyu'cn uptakc w11 estimated polaro111pblcally lllln1 a 
Clark lype clcctrode In mixtura madi oC IOOmM KO: 

•'" ··-----" · · bC? lmpor\ant (Cammcr· et u/., 1967) and lhat this 
· .. cvcnt tnkcs prcccdcncc ovcr the mitochondrial ATP 

IOmM pho1phate-Tri1, pH 7.3; 0.1% bovino •rum albu· 
min aud 10 mM oC the ¡lutamate-malatc mlature. Eachut11 
oí labcled nuclcolidC1 wu -ured 11 dalcribld by 
Janovilz ., •l. (1976). ATPuo ·actlvlty - ualpad by. 
lncubatlon of mitochondrla In lhe pnaaia oC u ATP 
pencrallna 1y1tcm, ancl tho lnorpnlc phorpba11 naulli., 
lrom thc .roaction w11 dlllrlllillld aa0onlla1 to. S­
(1944) .. Tbc lntnmitochonclrlal oottllltl or ldealal aucleoo 
tidC. was dctcrmined enzymatlcall~ u dacrlbld by Ja­
ti •'· (1974). Protcln wu ci.tarmlnatlcl 111 tbl metbod ot 
Lowry ., o/. (1951). lnlnmitochonclrial calclum -
unalyzed usln¡ a ftame photometcr. 

. . · ·· 1ynthcsis. Thercíorc, udeninc nuclcotidc transporl 
· .: throuah-thi: milochondrial mcmbrune must be rcsu· 

..... ~-. 

·:.,· .. 
... ". 

·, :::ltitCd in such n way to warrant the delivery of 
.. :~ reducing cquivalcnts for stcroid synthcsis or for ATP 

1ynthesis; 
.,_ We dccidcd to sludy ADP and ATP tmnslocation 
in mitochondria isola1r~ from human placenta, a 
tissuc activcly synthczing stcroids, lo gel more insight 

. on the mechanism rcgulating the udcnine nucleotide 
· translocnsc. Thc rcsults rc1>ortcd show that thc 

"' affinity· of thc carricr far its substratos are similar to 
those.reported in mitochondria from rat liver. Thc K1 
for atractylosidc is 7.3 µ M nnd exhibited a linear 
Arrhenlus plot. h is propo>cd that tite lipid com· · 
position of tite inncr mit.:ichondriul 111cmbranc could 
be considcrcd to cxplain tite lowcr rnte of adcnine 
nuclcotidcs. tmnsport in plamna mi1ochondria. On 
thc othcr hand, lhc rclatil'ely low Jcvcls of adcninc 

.: nuclcotidcs in placcma mitochondria could also con· 
. trib111c to thc lmvcr cxchungc, 

MATEJ:IALS Ml'THODS 

Fulf·icm1 ph1cc11tas wcrc ))roccs~cd within GO min oí 
dcli\'ery. Thc tissui: l11ppro,i; 400 g.) was minccd wilh scissors 
· íind washcd with o.~~ M sucro•c-1 mM EDTA, pH 7.3, 10 

:.;:_. .'.::::. :.:_d_rpi? thc .b.lood; and the rnince was.sround ro.r 30scc lu a 

..... 

·HSULTS 

Figure 1 shows thc reapiratory control or placenta 
mitochondria. Stimulauon in lbe oxypn con•. 
sumption was ob14!rved aftcr additlon or ADP. 
Studying thc uncoupled 1tlmul1ted ATPuc ICtlvity, 
wc found an.important diminution In the hydrol)'tic: 
cfficicncy of thc enzyme with reapect to rat llver 
mitochondria (Fi1. 2). Similar reaulll werc obaerwd 
with mitochondria purified throuah Ficoll padicnt. 
These rcsults could be explalned eithcr on the bllia 
of u functionnl failurc in thc Fl·ATPuc l)'llem, or 
on the basis of a dcficienl lranaport of adenlne 
nuclcotides. 

To clear this point we dcclded to analyzc the 
A TPase activity in submitochondrial partida (SMP). 
Thc , .... · •· • .,. p,;, º"'. · · ... º shown in Fi¡. 3 
and, .... 'J'"'~··ur.fl. 'h". ""rolysis or ATP i1 
ver¡ similar in both, placental and livor SMP • 
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Fi&. l. Oxygcn clcctrr '.- ,..,ce illuslralinp thc response oíplaccntal mltochondri1 to ADP addltlon. Whl1' 

..... ,-;. -... 
· lndicatcd (M), S 111¡ oí protcin from placcntal miloehondria were added lo Ule 1'aalc medlum coalllailla: 

100 mM KCI; 1 O mM phosphttlc-Tris, pH 7.3; 10 mM MsCl:: O. l 'lo bovlne 1enm11lbumln; 10 mM malall 
and ICI mM glutamatc adjustcd to pH 7.3 wi1h Tris·basc, as thc 1ubttrates. Where iad!Clted by.-. 
O.U µm<>l of ADPwere uddcd: the numeral• indicate thc succcsive addilion oflbe nlldaotlde. Final volume 

· ·· . 3 mi. Tempcra1ure,ll'C. 

· "•.. From thC$C iasl rcsuhs. and taking ínto accounl 
· thnt, in SMP, thc pcrn1cabili1y barrier lo ATP is 

· ····.·•.-" ·, .•. , ubolishcd, n func1ional failurc in the udcninc nuclco· 
tidc carrir.r emerges ~s lhe possiblc primary cause for 

............ 

. -'~: 

·• .. " 

· · the atypicnl rc•ponsc to ATP in 1hc huic.:m placi:n1al 
...•.. mitochondriu studicd • 

.. , To vcrJfy this u~sump1ion, wc unalyzed the ADP 
exc_hangc ncross thc innncr mcmbranc. Tite resul1s 

• .... 

10 20 

µmol ATP odd•d 

.. Fis• 2. Compnriscm of thc /\ TPase acli'v'itics · shuwn by 
mltochonclria i•olotcd from placonla and (~l 1.ivor. 2 mg oí 
mitochondrial prolcin wus inoubalcd in a mcdium thal 
colitaincd 7SmM 1:c1: 7.5 mM Tri1-HCI, pH 7.3; 1 mM 
pbosphoenol pyruvotc; 5111 pyruvate kinaoc; 7S¡iM 
l,4-dlnltrophcnol: uttd the indh:atcd conccntralions of A TP. 
Tcmpcra1urc -30'C. lncubation time 10 min. Final volum< 

..:. ·~ . ' ... · · 2ml. 
.. • 

.~,~f::~w:;i··?.,~:·:::'.·:¿~~ .. _.:. · · ..•. 
. ~ .•.• ~ ...... i: • ."f~ 

shown in Fí¡. 4 indica1e thal 1here is • limited rate 
of ADP exchan¡c, wilh 1n 11nu1ual biphlalc curw. At 
iow conccn1raúon1 or lhe nueleollde 1 aatunllon• 
1ypc curve is obacrved wllh 1 nwtlmal wloclly 11 
approximatcly SO nmol of ADP ldded; wbllt In· 
crcasing conccntrallon or ADP diliCIOIO an addlliollll 
l'm .. wilh SOO nmol of lhe nudtotldt addtd. Tbl K.. 
of placenta! mil111:hondri1 for ADP 11 8 ¡¡M. 

.• 

___¡ 
o.e. ;3 10 

¡¡mol ATP oddtd 

Fia.-3 •. ATl'alc acúvilies uhlbited by submitocbolldrill 
pardcles pr<p&Hd Crom plat:enta ud rat liwr 111itacboaclril. 
Tite incubatlon condltlons -: 75 lllM KCI: U mM 
Trit-HCI, pff 7 .3; 1 mM phospboenol P1fUYIUi S 111 Prlll' 
vate kinue 1nd 10 mM M&Cli. 1 ma of &ubmllocboDdrlal 
protoin was added in a volumc ftnal of 2 mi. Tempttaturt 

30'C. lncubatlon l1me 10 mln. 
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1~.'ot~:?-~-0-3_0_0_4_0_0_5~00 
nmol ADP oddt!d 

., ... '..- ,Flg. 4. Klnctics of tho c>rr:;'>;'.C of ADP in pioccntai 
• : :-.-:··~ ·'1 .... _,. mitochondria .. A<lcnim: nuclculidc!i cxchangc was mcusurcd 

··• ..... 
4
_:_.. 11 dcscribcd in '1Mcthods''. 1 mg of mitochondrial prolcin 

wos incubotcd in mixtures thut cnntaincd 100 mM KCi; 
iOmM.Tris-HCI, pH 7.3; I0¡1g oligomycin ond the indi­
cated conccntrations or[11dcnosinc·f:· 1~C]diphosphute with a 
s~llic uctivi1y of lOOO cpm pcr nmoi. 1\flcr one minute of 

> .... 
·~ 

40 'º. llO 
nmol ATP oddtd 

140 

. lncübation time, 40 ¡: M ntraclylosidc '"'" uddcd and 0.1 mi 
...... ,.'.' ·: . . aiiquot wa• pmcd 1h1ough Milliport fihor. Tcmpcraturc O.OH O.OS 0.10 

··· ··· . ~ 2s•c. Final volum~ 1 mi. 1/ATP l¡oMI 

.. ~·: 
. T.hc cxchangc of A TP (Fig. S) showcd a parallel 

bcha~ior ·with that shown by ADP with a K. of 
.,.~°"' ", • .. .. 4~'¡iM .. 
"~· ·. ·< ": ... Atractylosidc has bccn a usofui toolfor tite study 

Fis. S. Study of the kinetlcs or A TP exchanp of placenlll 
mitochondria. 1 ma or proteln rrom mltochonclria Wll 
lncubated in mlxturea contalntn1 100 mM KCI; 10 mM KCI: 
iOmM Tris-HCI, pH 7.3; 1011~ 0U10m)'Cin ud Iba lodl• 
catéd conccntrations of (2.S.S· HJATP (speclAc actlvity. 
3,000 cpm pcr nmol). After 1 mln or lncubatlon tlmt, 
48 µ M atractyloslde w11 addcd ancl the A TP eaehanp wu 
mcasured by Miliipore ftitration. Temperatun 2S'C. Final .·· .. of. adcniriii "tiúclcotide translocnsc; considering this, 

·,, · .,. •. - · .... the'cfTccl of this inhibitor on tite ADP cxchangc in voiume 1 mi. 

• ! : 

·.·· 
placenta! niitochondrin was nnulyzcd. The results 
from this expcrirncnl are shown in Fig. 6. utrutyloside 
lnhlbits successfully thc movemcnt of ADP into 

. -milochondria· isolatcd from placenta with a K, of 
,. ......... p¡1M. " .. 

' · Tlfo.ndCninc nuclcolidc transtucasc: is a mcmbranc 
, aiSociated svstem. On this basis, the influencc of 

highcr levels of this divalent calion in placental 
mitochondria than in llvcr mitochondria (65 and 
25 nmol mg- 1, respcctively), 

.. : 

- · .. 

.~' .. 

· 1cmperatüre on the rate of ADP exchangc was DISCUSSION 
studicd. This cxpcrimcnl, ploucd in Arrhcnius form 
(Fig. ?)'lndicatcs that plnccntal mitochcmdria cxhibit Alcksandrowicz (1980) h11 reponed the ilolatlon 
a lower nctivation cnergy titan those reponed for ofFl-/1 7 "•"" r"""' hnrw· · ... ,,,, The hydrolyli1 
liver. milochondria ut low tcmpcratures, with the of A"i'J• .;) "'" prNo:n !: "lnr to Fl·ATPalC 

.... • addhlonal chaructcristic': .tha1 no discontinuity is from ral livcr, 1upe1tina no 11nactural dlll'-
obseiVed iil thc trace. . bctwcen thcse proteiru. Thl1 explalm tbal SMP 

· Considering also that the interna! pool·or_ad~nin~ frqif~uman placenta reacbea the - rale ol ATP 
nuclcotides may infiucnce the cxtent ofthis ei<chanse. hydrolysis of SMP from llver (Fia. 3). 
(Human and Haynes, 1983) the intramitochondrial The milin questlon arilin1 Crom lhil l'lct 11, wb)' 
contcnt of ADP and ATP wus dctermined. Thc docs not the adenlne nucleolide ll'lllllocue deUver l 
·results shown in the Table 1 indicate that the pool sizc thc substratc for tbe ATPaec in mitocbondria? ~ ,.; ' 
'of.these nucleotidcs in placenta mitochondria was Scverai reports relatcd wilh tbe pbylioloaical nau• 

· ; "' clbse to .Íha1· fuund in li\'cr mitochondria, os pre- lution of the carricr must be coruidcred. Experimenta 
vioilsly reported (Pollak and Klingenberg, 1978). of Krlimcr and Klin¡enbcr1 (1980a) indicale tbat tbe 

... _.,,.:. . . . . .. " Since interna! calcium has .bcen rcported t~ be a primal')' cnergy source Cor tbe trlllllocation of ADP · 
•.:! '"""':;(.~,\i::'ii.:J'~oi :infiuencing .ncgatively the ralc of adeninc is the sradient Crom the milochonclrial elec:uoa 1raft1o · 

· .• _nii_cJ~.º!.i.d~!.::.~~chan~e. _in mit~~~?'.!~~il!_, 59.~.ll!c.z.· .... !'<!.1'.!:. 'A IJ!!lller membrane polenlial .._deo 

...... ;.·•,'\ 

Puyou . et al., 1979), we measure~ tlie mtrarruto· crca.sejl'Tn· the tran1por1 of adenlne nucleoticla. In 
chondrial culcium contcnl und found modcratcly steroid tissues it has bcen reponed tbll. tbe electroa 
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100 
µ.M ATR 
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· Fis.' 6. EITcct·Of a1ractyloside on the exchanac of ADP In 
·,,:huni~n. placenlnl mhochondria. Th~ incubation·medium 

Toblc i, Jniramllochondrlal c:onlllll ot ADP 
. . and ATP 

· Milochondrial 

Pllccnlll 
Liver 

amol alldoolldlma·• 

ATP 
J.24 
J.:14 

ADP 

5.71 
7.6) 

AMP 
1.09 
J.O 

20m1 or pnillln rrom 1111 - -
chondril ..... pndpltalld by ... oddltloo 
or pcrchloric lldd a1 • 11aa1 -.n11o1 
or 6%. Tlll llDOllnt cl lntrlllll~ 
odcnlnc nudootlda wu .......,. u n­
ícmd In the "Matcriall ud Mllllod&" 
Soc:Oon. 

is a direcl consequcnce or the lipid environment in 
which Jhc Jrunslocase is embcddcd. Elperimenll car• 
ricd oul by Krimer and Kllnpnbcr1 (1980b), in a 
recons1i1u1cd syslem, 1howed lhat a 1pecillc com• 
posilion of the phospholipid membrane 11 nquirod 
lo gel oplimal aclivily or lhe carrier. 11 bu bien 
reported thal placenlal milochondria ~ a 
hlgher ccn1en1 in 1phin1omyelln (Pollow 11 ol., 1974; 
Chakraborli ti al., 1980). 

· :'." , . conllined: 100 mM KCI; JO mM T11s-HCI, pH 7.3; 10 µg 
:'-.,· >. :· :'./bli1omycin: ["CJADP 50 nmol and lhe indicatcd caneen· 
_ ~ ~·. ': ·· :·,: .•. \ridon& of'atrnc1ylosidc. Tcmptiraturc 25"C. Final volumc 

l ' .: ·: <<<<~{:)\ ·.· . . . . . 1 mi. 

-1 . · ' .,. :... .. · flo~ .th~Óugh 1hc adrcnodoxinc-Cytochrome P4SO 
··:":~-.;_·'.; ::·'·· : .. ._ r'eifox palhway is incffcc1ivc 10 build up a prolon l · ·.' ":.;'' · ;.: gradient .(Lauquin el al., 1973); thcrcforc, during thc 

Accordingly, il is plausible that the limilecl lrllll• 
localion rate or adenine nucleotidea obtervtcl in 
placcn1al milochondria coulcl be clue to a dlminution 
in memhrane lluidity. Thi1 i1 1uallined by lhl mul11 
prcsen1ed in Fi¡. 7, lhat show lhe ablonce ora phue 
changc in lhe ranae from S to JS'C. 

J 
.. ' . . · ·· ·active synthesis of s1croids, 1hc ADP uplakc into the 

- ., .. · ·: · ·--.·· ·• · ATP·synthc.tase systcm is blocked. This couid sup· 

Thc sensi1ivily shown by placcnial mllochondria to 
a1rac1yioside reinforces lhat lhe Upidic mlileu or lhl 
mcmbranc is the maip factor re1ponsible ror lhc rate 

1 of cxchan¡e, 1ince, as hu been recoanlr:od, lhc in· 
hibilion indu~ by atractyloaide dependa on lhc 
solubiiiza1ion or the hydrophobic moiety or lhc In· 
hibilor in thc lipid phase or lhe membrane (Vl¡nai1, 
1976: Ch6vcz et al., 1978). Thc level of inhlbition 
found in placenta indicatcl • dilfcrenl deane or 
mcmbranc lluidily. The adcnine nudeo1ida uchanae 
ahown in Fia. 7 when 11raclilOlide conoentralion wu 
zcro, is iower than in thc previoua cxperimenll. Tbia 
rcsuit could be due to technical error, but 11 doa not 
invalidalc the intcrprctalion of the mult. 

l 
port ,.lhe towcr cxchnngc of ndcnine nuclcolidcs in 
placenial mi1ochondria. 

· Al10, sincc adeninc nuclcolido 1ranspor1 is an 
· "exchan¡ic'·diffusion pro~'CSS, ils f81C musl be dirccliy 

. . . .. .... .. rcla1ed wilh .lhe interna! pool sizc of ADP and ATP 

] 
.· .. · '(tiaiiíman and Hayncs, l 9H3 ). Tite amount of nucico· 

. '.· lides foundcd in thcse mi1ochondria are nol as gre11,l 
¡¡ lo aCc:oÚnl for lhe dramatic lowcr cxchangc. 

i 
_J 

J 
J 
J 

1 
_J 

[ ... 
J;.· 

J. 

,.. .. · 
.... -··:· 

,.; .. 

11 is known lhat 1he ralc of ADP transport dcpends 
initrkedly'on 1cmpcrn1ure (Kcmp eral., 1969), which 

l.5J ¡? • 

M -·--> . • ·---
; 1,0 ·--..,..___ • 

•• .. - ICll • ... . ',, ~ . ·-

Thr. rol,.1i"'•ly hlpho• ... ,.,,rntion of mllo-
cho:~d·~it:, ..... "'nou 1:t.111h1 • 111r.tor contribut1n1 
10.1hc observcd diminishcd ralC of adenine nlldlotide 

. cxchangc as proposed by Oómcz0 Puyou 11 ol. (IP79). 
h"IS·importanl to note lhll mitochondria ilolai.d 

fróm h~man placenta have • mplratory control or 
abouJ s. this indicalel lhc inte¡rlty cif lhcir atruclure. 
Also il is important that aperimenll madc witb 
milochondria purillecl by FicoU sradilllt. abowad 
rcsults which wcre similar to those ~tecl blN. 

Finally, the physloloaical relcvancc of lhe Umltecl 
transport or ADP in placenial mitochondria la better 
understood if wc ccnsider that a cleJlcient aupply or 

.• -.- . . .. , :32 33 34· 3~ 36 ADP 10 thc Fl·ATPase 1y1tem would reinfora lhe 
.• ,~ '·M•'·P!!,·;.':L.: ..... ;. 1/T x 10• shunl of subslratcs toward lhe adrenedoalno-cyi 

' ...•....• '.: .. :..::. ... · · · · ... ·-· .. .... .. •.•. P450"Yédox chain, which are necmary for the l)ln• 
F11 .. 7 .. Arrhcruus plo1 for th: clTcct o~ tcmpera\ure on the th 5•5 of pro¡ellerone in the piacenll reacbln1 
ratc of ADP cxchungc In placcn1al m11ochondna. 1 ma of . e 1 

800 24 
br 1n' 

protein was incubatcd in a bosic mcdium: 100 mM KCI; h1ghe11 values, suc~ 11 m1 per • PfllJlllll 
IOmM Tris-HCI, pH 7.3; lOµg oli~omycin and SOnmol women at term (S1mp1on and McDonald, 1911). 

·,.: 

... : .... • J"qADP. Af1cr an i11cuba1ion pcriod of. !Oseo, al lhc 
• • . " .• 1,.· J indicalcf tcmpcruturcs, lhc rcnction wns sloppcd by lhc 

.. ,. .'.,, · . addilion of 40 µM ulrJctylosidc. An nliquot of 0.1 mi WKI 

. .. .:-.~': f;,::· ,:. t···:fi.hcrcd lhroug~ Milliporc. systcm. Final volumc 1 mi. 

Ack11o•·lid11n11n11-Thc aulhon an lndlbtltl to M1 lllpld 
Mascbcr for revilina Jbe manlllCript and M1 Yolanda ' 
Amador for 1ypin1 lhil papcr • 
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