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INTRODUCCION

La placenta humana es un tejido que se forma durante el embarazo y su
funci6n es mantener la relaci6n materno-fetal (1). Realiza varias funciones,
entre las cuales podemos safialar: transporte activo de nutrientes, depuracién

de substancias tbxicas 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, l1a progesterona al-

" canza valores séricos de alrededor de 600 g diarios en el Gltimo trimestre de
1a gestaci6n (2).

Es conocido que 1os tejidos esteroidogenico;. como las gldndulas supra-
rrenales, los ovarios, y los testfculos, utilizan a 1a mitocondria para sinte-
tizar pregnenolona a partir de colesterol (3-7). La pregnenolona asf obtenida
sufre sus d1timas transformaciones en el citoplasma celular hasta obtener la

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

Es importante sefialar que la transformacin de colesterol en pregnenolo-
na se realiza en 1a membrana interna mitocondrial. En el caso de la placenta hu
mana, 1a mitocondria es capaz de sintetizar progesterona sin la necesidad de

usar el citosol (8-12).

La sfntesis de progesterona en 1a placenta humana requiere de equivalen-
tes reducidos del tipo del NADP que se generan dentro de la mitocondria por varias
vfas, siendo la mds importante aquella en donde participa 1a enzima ndlica (13).
E1 NADP reducido es el sustrato para la cadena de iransporte de electrones acopla
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



se localiza en la membrana interna, no genera potencial y estd constituida de

la siguiente manera (3,14-17):

Fp » ISP » Cit. P-450 —— 0,

en donde Fp indica una flavoproteina; ISP es una ferrosulfbprotéina;
Cit, P-450 es el citocromo que rompe la cadena lateral del colesterol; y O2 in- ‘

dica al ox?geno que es el aceptor final y que produce agua.

Por otro lado, la sfntesis de ATP e% importante, ya que como se mencio
n6 antes, la placenta realiza funciones de transporte activo de nutrientes de
1a madre al feto, como por ejemplo de amino&cidos (18). Es importante sefialar
que la placenta sintetiza varias hormonas proteicas (por ejemplo: gonadotropi-
na coridnica, lactégeno placentario y tirotropina cori@nica). as{ como otros

péptidos de los cuales no se conoce su funciQn. como el péptido PP5.

Las mitocondrias de placenta humana han sido estudiadas dando mayor
orientaciSn a los aspectos hormonales y poco se ha intentado sobre aspectos
bioenerggticos. Por otro lado es interesante estudfar a la placenta humana ya
~ que no se ha investigado en tejidos humanas los aspectos de»biosjntesis y de-
gradacidn de ATP, siendo este tipo de trabajos los que pueden permitir abrir la

puerta al estudio de 1a bicenergética en tejidos humanos.

E1 presente trabajo tiene como objetivo estudiar las .vias de transfor-
macién de nucledtidos de adenina en mitocondrias y partfculas submitocondriates

s

-de placenta humana.



MATERIAL Y METODOS

Las placentas fueron obtenidas del Hospital "Gea Gonzﬁlez“ y se trans-
portaron al laboratorio en un lapso n6 mayor de 45 min. El1 tejido se laQG con
una solucién frfa de 0.25 M sacarosa; 1 mM EDTA, pH 7.3. Los cotiledones fueron
disecados y lavados con 1a misma solucién para eliminar la mayor cantidad de
sangre. E1 tejido fue cortado en pequefios fragmentos y homogeneizado en un apa
rato Polytron. E1 homogenado se centrifugq a 3,000 g por 10 min y el sobrenadan
te se centrifugl de nuevo a 7,000 g por 10 min. El paquete as! obtenido se re-
suspendié en la misma solucibn y se’centrifugq 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 observacidn al microscopio electrQnico. La observacign
de estas preparaciones muestra una pureza del 80 al 85%, con mitocondrias que
presentan vicuolas. La concentracién de proteina se determind usando el m§todo

descrito por Lowry et al. (19).

E1 recambio dé ADP y ATP se realizd utilizando 1 mg de proteina mitocon-
. drial en un medio que contenfa: 10 mM Tris-HC1, pH 7.3; 100 mM KC1; 10 ug de
oligomicina y las concentraciones de ADP o ATP radiactivo que se indica en cada
figura. Después de 1 min de 1ncubaci§d. 40 ul de atract11§sido'(ATR) se adicio-
n6 para detener la reaccin y una alfcuota de 0.1 ml se filtr6 a través de una

membrana Millipore. E1 volumen final fue de 1 ml a una temperatura de 25 C.
Las actividades de ATPasa y ADPasa se determinaron en las condiciones
indicadas usando una cantidad de proteina conocida en el medio descrito en cada

figura. Después de incubar en presencia de ATP o ADP, la reaccibn se detuvo con
la adicidn de dcido tricloroacético (TQA) al 6% concentracidn final. Despuéd de

centrifugar, una alfcuota del sobrenadante se utiliz4 para determinar la canti-
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dad de fosfato liberado usando el m&todo colorimétrico de Sumner (20). '

La determinaciqn de nuclebtidos de adenina (AdN) se hizo usando el m§-

todo enzimdtico descrito por Jawore et al. (21).



RESULTADOS

E1 consumo de oxfgeno en mitocondrias de placenta humana se muestra en
la Fig 1. Se puede observar la capacidad fosforilante de estas mitocondrias; sin
embargo, 1a respuesta a 1a adicién de ADP no es evidente al inicio del trazo
(108 a 132 natoz), mejorando la respuesta al ADP y el control respiratorio en
las subsecuentes adiciones del nuclthido (control respiratorio de 4.5 a 11).
Este resultado se puede explicar suponiendo un compoftamiento diferente a los
reportados para el transporte de los adenfn nuclebtidos (AdN), o bien, en la

sfntesis de ATP.
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Figura 1. Consumo de Oxfgeno en Mitocondrias de Placenta
Humana. Las mitocondrias fueron incubadas en un medio que
contenfa: 100 mM KC1; 10 mM fosfato-Tris, pH 7.3; 10 mM
MgCl,; 0.1% alblimina sérica de bovino; 10 mM malato y 10
mM gfutamato ajustados a pH 7.3 con Tris-base. En donde
se indica, 800 nmolas de ADP fueron adicionados. Los ni-
meros indican las adiciones sucesivas del nuclebtido.
Volumen final 3 ml. Temperatura.25°C. ’

E1 aporte de nuclebtidos se realiza por medio de 1a tras1ocasa't22-2§).
cuya funcibn es transportar ADP del citosol hacia el interior de la mitocondria

a 1a vez que transporta ATP del interior de 1a mitocondria hacia el citosol. Ha



sido reportado (25-28) que la mixima actividad de la ATPasa mitocondrial se ob-
tiene cuando el transporte de nucleftidos se invierte, lo cual se logra en con-
diciones de desacoplamiento. Bajo esta evidencia experimental se decidié deter-
minar 1a posible participacidh del traslocador en los resultados observados.

La actividad de 1a ATPasa en mitocondrias de placenta humana se muestra
en la Fig 2. Es evidente que esta actividad es pobre (1.4 wmolas de Pi mg'1
10 min '1) cuando se compara con l1a actividad mostrada en mitocondrias de higa
do de rata (3.8 ymolas de Pi mg'1 10 min'l). Este resultado sugiere que’el trans
porte de ATP al interior de la mitocondria es deficiente, 10 que probabiemente

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 Higado de rata (LM) y Placenta Humana
(PH). Las mitocondrias (2 mg de protefna) se incubaron
en un medio que contenfa: 75 mM KC1; 7.5 mM Tris-HC1,
pH 7.3; 1 mM PEP; 5 ug PK; 75 yM DNP y. 1as concentra-
ciones indicadas de ATP. Tempevatura 30°C. Volumen
final 2 ml. )

Para apoyar o descartar esta idea, 1a misma activiqad enzimdtica se en-
say6 usando partfculas Submitocondriﬂes‘ (PSH) conociendo que estas estructuras

careceh de la barrera membranal que impide el acceso de ATP a la FI-ATPasa. :



Los resultados muestran que las PSM de placenta humana tienen una capacidad hi-
drolftica de ATP similar (6.2 y 7.2 umolas de Pi mg'1 10 min'l) a la que pre-

sentan las PSM de hfgado de rata (Fig 3). Estos resultados apoyan la suposicién
de qye‘e1 traslocador proporciona ATP de manera deficiente al interior mitocon-

drial.
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Figura 3, Actividad de 1a ATPasa de PSM en .Higado de

Rata Comparada a la ATPasa de PSM de Placenta Humana. )

Las PSM fueron incubadas en el siguiente medio de reac

cibn: 75 mM KCY; 7.5 mM Tris-HC, pH 7.3; 1 mM PEP;

5 ug PK y 10 mM MgCl,. Se adiciond 1 mg de proteina

ggoéas PSM en un volumen final de 2 ml. Temperatura

Con base en Tos resultados ocbtenidos se deciqiq determinar las caracte-

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

tivo en la; mitocondrias de placenta. Se observa una curva bifd,sica, de 6.25 a

. 50 y de 100 a 500 nmoles de ATP. que sugiere 2 sitios de unidn, o bien, 2 pro-
teinas fijadoras del nucledtido, mientras que el transporte de ATP no presenta

esta caracterfstica (Fig 5).

La presencia de una curva biffsica para el trqnsport'e de ADP 'sugiri6 1a

posibilidad de que estructuralmente el traslocador sea diferente a los reportados.
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Figura 4. Cinética de Recambio de ADP en Mitocondrias de
- Placenta Humana. E1 recambio de ‘nucle6tidos se ensay6
usando 1 mg de proteina mitocondrial incubada en unlgedio
‘que contenfa: 10 mM Tris-HC1, pH 7.3; [adenosina-8-""C]-
difosfato con una actividad especifica de 1,000 cpmn/mol.
Atractildsido (40 uM) se adicionS después de 1 min de in-
cubacidn y una alfcuota de 0.1 m1 se filtr6 a través de
una membrana de Millipore. Temperatura 25°C. Volumen
final 1 ml. ‘
Datos de 1a Titeratura (22,29-30) demuestran que el ATR es-un inhibidor
que se une en forma especffica al traslocador de AdN. E1 efecto del ATR sobre
el transporte de AdN ha sido estudiado en mitocondrias de diferentes sistemas
bioldgicos, y los resultados muestran un comportamiento de uni6n similar entre
el inhibidor y la traslocasa, 1o que habla de 1a homogeneidad estructural de la
proteina en las diferentes mitocondrias estudiadas. Con base a‘ este dato, el
ATR se utiliz6 para determinar el transporte de ADP y conocer si 1a afinidad de
este compuesto por 1a traslocasa era similar a los reportado§ enla iiterdtpra '
(22,29). Los resultados muestran que este compuesto produce una 1nh1bici§n im-
portante (54%) desde ZSF‘uM (Fig 6), sugiriendo que la AdN traslocasa es estruc

turalmente simialr a la qe otros sistemas_ .mitocondriales.
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~ Figura 5. Estudio Cindtico del Recambio de ATP en

Mitocondrias de Placenta. Las condiciones experi-

mentales fueron similares a las indicadas en la

Fig 4. E1 [2,5,8-3H]-ATP tenfa una actividad espe

g:fifaIde]3.000 cpm/mol. Temepratura 25°C. Volumen
nal 1 ml.
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Figura 6. Efecto del ATR sobre el Recambio de ADP en
Mitocondrias de Placenta Humana. 1 mg de proteina se
incubd eén un medio que contenfa: 100 mM KC1; 10 mM
His-HCl. pH 7.3; 10 ug de oligomicinas 50 nmol de
C-ADP y las concentraciones de ATR indicadas.
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Ha sido demostrado que la c0mposici§n lipfdica de 1a membrana afecta el
comportamiento de las proteinas embebidas en e11§. produciendo aumento o dismi-
nuci6n de su funcién (31,32). Tomando en consideraci6n este antecedente, se plan
ted como posibilidad que el medio lipfdico de 1a membrana influyera en la movi-
lidad de 1a traslocasa de AdN. Por otro lado, datos de la 1iteratura indican que
en mitocondrias de placenta humana existen concentraciones importantes de esfin
gomielina (33,34). Considerando 1o anterior, se decidi6 determinar el efecto de

la temperatura sobre 1a AdN traslocasa cuantificando el transporte de ADP.

La Fig 7 muestra que no hay cambios importantes en el transporte de ADP;
por otro lado no se presenta punto de inflexifn en 1a gréfica, 10 que sugiere una
rigidez membranal que pudiera explicar los resultados anteriores. Este dato

muestra la importancia de 1a membrana en las funciones mitocondriales.
15
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Figura.7. Efecto de la Temperatura sobre la Velocidad de
Recambio .de ADP en .Mitocondrias de Placenta. Un mg 'de pro--
teina se incub6 en un medio ‘que contenfa: 100 mM KCIi 10

mM Tris-HC1, pH 7.3; 10ug de oligomicina y 50 nmol **C-

ADP. Después de un periodo de incubaci6n de 10 seg, a las
temperaturas indicadas, la reaccifn se termin§ con la adicién
de 40 uM de ATR. Una alfcuota de 0.1 ml se filtr6 a través

de una membrana Millipore. Volumen final 1 mi. :

Para conocer l1a.hidr61isis de ATP en la placenta humana se decidif es-
tudiar su caracterizaci6n. En este estudio se emplearon PSM para evitar el len
to recambio de los AdN y poder observar 1a méxima actividad de 1a ATPasa. La
pureza de las PSM se defermind usando enzimas marcadoras como la lactato deshi-
drogenasa, citocromo oxidasa y miocinasé. La Tabla I muestra los resu1£ados de

estas actividades, sugiriendo un enriquecimiento de las'funciones mitocondriales

y una'pobre contaminaci6n con restos celulares.



Tabla 1. DeterminaciSn de la Pureza de las PSM
en Relacion a Yas Nitocondrias de Placenta ‘Hums-
na,

LOH Citocromo Mfoctnasa

11}
Mitocondrias 172.15 6 NO

Partfculas 6.60 84 N
Submitocondrisles

LOH estd expresaca tomando como 100X su activi-

dad en e] homogenado total. La citocromo oxidasa

estd expresads en mt02/mg/min, La prasencia de
Ta nfocinasa se ensay@ cuantificando 1a actidad

?th ATPasa en presencis de adenosfn pentafos-
ato.

11

E1 curso temporal de la ATPasa se muestra en la Fig 8. Se observa que

a los 20 min de incubacién 1a hidr61isis de ATP (2.5 pmolas afadidas) alcanza

 un valor aproximado de 6 umolas de Pi 1iberado, 1o que sugiere la posible pre-

sencia de una enzima contaminante que utiliza los productos de hidr§lisis de

la ATPasa.
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Figura 8. LiberaciSn de Pi por la ATPasa de PSM .de Placenta

Humana. La actividad de 1a ATPasa se determind en un medio

que contenfa: 100 mM KC1; 30 mM Tris-HC1, pH 7.3; 5 mM

y 2.5 umolas de ATP y 1 mg de proteina. Después deil

0 de incubacién, se adicion§ TCA a una concentracién
final del 6%. Volumen final 1 ml. Temperatura 30°C.

Las enzimas en general presentan su mixima actividad a un determinado

pH, 1o 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 activi
dad de ATPasa a diferentes valores de pH. La Fig 9 muestra un pico miximo 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 hidrdlisis
afectara los resultados, se tomd como tiempo de reaccién 2 min, ademis de per

mitirnos trabajar en velocidades iniciales,

re
o

3

srzted mg 2min

2
gy

p mol Fi tib

Figura 9. Efecto del pH sobre la Actividad de la ATPasa
en PSM de Placenta. La actividad hidrolftica del ATP se
determind en un medio que contenfa: 100 mM KC1; 5 mM
MgCl, ¥ 2.5 ymolas de ATP. Los siguientes amortiguadores
fuercn empleados: citrato para pH 3-5; MES para 6-6.5;
Tris-HC1 para 7-8; Borato para 8.5-9 y carbonato/bicar-
bonato para 10-11. La concentracién final de los amor-
tiguadores fue 30 mM. Temperatura 30°C.

Con base en estos resultados, se estudiaron las caracteristicas ciné-
ticas de la ATPasa en PSM. En la Fig 10 se observa el efecto de 1a concentra-
cidn de sustrato sobre la actividad de esta enzima. Es evidente la curva bifé-
sica que se presenta a 1os 2 min de incubacién. Sin embargo, 1a misma reaccifin
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 ensay6 el efecto de la oligomicina (10 y 20 g mg-l) sobre la activi
dad de 1a ATPasa en estas PSM. Los resultados muestran (Fig 11) una inhibicidn

parcial (36 y 46% respectivamente) de 1a hidrdlisis de ATP, haciendo monofdsica
1a curva de actividad. Las dobles reciprocas presentan un quiebre que puede su-

gerir la presencia de 2 sitios cataliticos o de reconocimiento del sustrato,

-~
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Figura 10. Estudio Cinético de la Hidr6lisis del ATP en
PSM de Placenta. La actividad se ensayd en un medio que
es similar al descrito en la Fig 8 a excepcién que el
pH fue ajustado a 8. En este experimento se emplearon
3 tiempos diferentes de incubacidn, al término de los
cuales se adiciond TCA 6%, concentraci6n final, para
parar la reaccién, Temperatura 30°C. Volumen final lml.

Otro inhibidor de 1a ATPasa es el DCCD. La accidn de este compuesto se
muestra en la Fig 12. Al igual que 1a oligomicina, el DCCD (2 y 5 nmolas mg'l)
presenta una pobre inhibicién (33 y 19%), sin embargo, las dobles recfprocas

no hacen evidente el quiebre que se presenta en las figuras anterjores, 1o que

puede indicar un mayor efecto sobre uno de los sitios catalfticos, ya que uno
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Figura 11. Accién de 1a Oligomicina sobre la Actividad de
la ATPasa de PSM de Placenta. Las condiciones experimenta-
les son iguales que en 1a.Fig 10, La oligomicina se adicio
né a las PSM y fueron preiricubadas durante 10 a 15 min a
30°C. La reacci6n se inici8 con 1a adici6n de 2.5 umolas
de ATP. Volumen final 1 ml. OLIGO = oligomicina, ~ .
de los pardmetros cinéticos, el coeficiente de Hill, se apt;oxima a l (Tabla Il),

sugiriendo un comportamiento Michaeliano, no cooperativo.

En Ta Fig 9 se observa un pico de mfxima actividad para la ATPasa, .pero
este dato no indica que .solo exista esta eniima en las PSM, 1o 'cual abre 1a po-
sibilidad de tener presentes .otras enzimas capaces de hidrolizar AdN. Ha sido
descriéo eh la literatura 1a presencia dé una ADPasa en placenta humana (36,
37). y ha sido demostrado que esta actividad 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 inhibidor (10 mM) se observad una.disminucidn importante de
la actividad enzimftica (27%)', -§1n embargo, 1a adici6n de 10-yg de ngom'lci'na



15,

Rl

-1

£
E
-
'En 0 5nmd’0ACW‘
E*) g . p——
. 3 K'M\ml.ﬂcco. .
£
-, i
& 0
g
2
T .1 2 .2 4 5
K o . ATP ()
Y o

$ newl OCCO

P ]

4 6 0
VG
Figura 12. Efecto del DCCD en la Hidr8lisis de ATP en

PSM de Placenta Humana. Las condiciones experimentales

son iguales a las mencionadas en 1a Fig 10. A-las PSM

se les adicion6 2 0 5 mmolas de DCCD y se preincubaron

duarnte 30 a 45 min a 30°C. La reaccifn se inici8 con

la adici6n de 2.5 pmolas de ATP. Volumen final 1 ml.
en estas condiciones no inhibe al 100%, alcanzando sélo el 64% de la actividad‘
restante de 1a ATPasa. Las dobles recfprocas también presentan un quiebre que
sugiere 1a existencia de 2 sitios catalfticos de reconocimiento para el sustra-

to (Fig 13).

La Tabla Il muestra los pardmetros cinéticos de los experimentos ante-
riores. Se observa en el control que en presencia de Naf (10 mM), el factor de
Hi11 permanece cercan& a 0.5, 1o que sugiere una cooperatividad negativa, la
cual permanece ain cuando la ATPasa se ensaya en presencia de oligomicina. La

caracteristica que presenta la hidrGlisis de ATP como un .evento de cooperati{li- ’

/
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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 l1a Fig anterior, La solucibn
de NafF usada se prepar§ antes de su uso, asegurando que el
pH final fuera 8. La concentraci6n del inhibidor fue 10 mM.
Cuando se utilizé oligomicina fue a una concentracién de 10

gg.iVolumen final 1 ml. Temperatura 30°C. Tiempo de reaccién
min.

Tabla I1. Pardmetros Cinéticos de la Actividad de Ya
ATPasa en Presencia de Oiferentes Inhibidores,

Ymax X

ymolas/mg/wn o

Control 0,822 0.550 0.467

" Qligomicina 10 ug/mg 0.423 0.850 0,110
Oligomicina 20 ug/mg 0,690 0.270 3.354
DCCO 2 nmoles/mg 0.4 1.000 0,101
DCCD 5 nmoles/mg 0.527 0.930 0.183
Maf 10 =M ' 0,735 0.550 2.924
NaF 10 s + Ol1go 0.475 0.280 11,352

Los resultados de cada exper{mento mostrado en las
figuras anterfores se emplaaron pira obtener estos
a;:rﬁﬁ%ro:. Vmax = Velocided mixima; H = cosficiente

A% tmn = o e m- - — - — - w— N
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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 hidré-
Tisis. ‘

La Fl-ATPasa de mitocondrias de placenta humana ha sido aislada y puri-
ficada a homogeneidad (39). La actividad hidrolitica de esta enzima pura al
igaul que el de otras Fl-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
Fy-ATPasa, sino més bien podrian explicarse si pensamos en la presencia de otra
enzima, una ADPasa que utilice los productos de hidrflisis de ATP. La ADPasa en
varias células y tejidos ha sido demostrada (40-49), incluso en placenta'(aﬁ.

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

La Tabla I1I muestra la actividad de la ADPasa 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 1a loca-
Tizaci6n de la ADPasa dentro de la mitocondria, se determiné 1a actividad de
esta enzima en mitocondrias fntegras, mitoplastos y membrana externa mitocondrial.
Los resultados (Tabla IV) demuestran que la actividad hidrol{tica del ADP per-
manece en los mitoplastos, sugiriendo la presencia de la ADPasa en la membrana

1ntérna mitocondrial. Con base en estos resultados se dec1¢16 estudiar a la

ADPasa en PSM.

Tabls 111, Actividad de la ATPasa y ADPasa en Dife-
rentes Fracciones de Placents Husana.

ATPasa ADPasa
Homogenado 100% 100%
Mitocondrias 175% 216%
PSN 348y 270%

Una cantidad constante de proteina {1 wg) se utili-
26 para determinar Ya hidr6l1sis de los nucledtidos,
E1 medio de reaccitn es fgual a) usado en 1a Fig 15,
Volumen final 1 ml. Temperatura 30°C.
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Tabla IV. Actfvidad de 1a ATPasa y ADPasa en Diferentes
Fracciones Mitocondriales,

wolas mg”t min”?

ATPasa ADPasa
Mitocondrias 0.192 0.127
Mitoplastos 0.343 0.250
Merbrans Externs 0.041 0.040

Las mitocondrias se aislaron como se mencions en Mate-

rial y Wétodos. Los mitoplastos se obtuvieron con digi-

tonina al 0.1%. La membrana externa mitocondrial fus

separada de los mitoplastos por centrifugacidn diferen-

::n]libtosdruulndou estén expresados cono \molas de
crado. :

A pesar de tener los controles de contaminacién celular de las PSM, se
decidig determinar si 1a actividad de ADPasa era resultado de una unién ines-
pecifica a las PSM. Para ello, las PSM fueron lavadas o sonicadas en presencia
de 100 mM KC1. La Tabla V muestra que los métodos de lavado no eliminan la ac-
tividad de 1a ADPasa en las PSM, pero si incrementan su actividad, lo que su-

giere que la enzima estd asociada a la fracci6n mitocondrial.

Tabla V. Hidrolisis de ATP y ADP en PSM de Placenta
Humana Lavadas con KCi. .

ATPasa ADPasa

wmolas de Pt wg”L min °
PS4 control 0.622 0.404
PSM lavadas con KC) 0.649 0.429
PSH sonicadas 0.685 0.461

con k€1

Las PSM se lavaron con 100 mM KC haciendo una dilu-
ci6n de 40 veces. Las PSH diluides se incubaron en

N bafio de hielo con agitacién durante 15 a 20 min y des
pués se recuperaron por ultracentrifugacidn, Las nis-
mas condiciones se emplearon para la sonfcacién que
fue de 45 seg con intervalos de 60 seg, en 3 ciclos.
Al témino de 1a sonfcacién Yas PSM se recupararon
por ultracentrifugacidn.

Como paso siguiente, se decidié determinar las condiciones Gptimas de
esta actividad. La Fig 14 muestra que la actividad de 1a ADPasa a dfferentes
pH presenta 2 picos de actividad, uno a pH de 8 y otro a pH de 10, 10 que su-
giere 1a presencia de 2 enzimas. En relacibn a este resultado, ha sido descri-

to en otros sistemas, que 1a ADPasa es dependiente de magnesio (40,41,44). Bajo
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este criterio se determind la éapacidad hidrolitica de ADP en PSM en presencia

del catidn divalente. La Fig 14B muestra que el magnesio es necesario para expre
sar la actividad a pH 8, mientras que la actividad a pH no se afecta. La elimina -
cion de magnesio del medio de incubacidn producida por la adicién de EGTA inhibe

anbas actividades (Fig 14B).
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Figura 14. Efecto del pH y la Concentracidn de'Mg2+ sobre
la Actividad de ADPasa en PSM de Placenta, La hidrélisis
de ADP se ensayé en un medio que contenfa: 100 mM KC1;

5 mM MgCl2 y 2.5 ymolas de ADP, Para los diferentes pH
usados se emplearon los siguientes amortiguadores: citrato
para pH 3-5; MES para 6-6.5; Tris-HC1 para 7-8; boratos
para 8.5-9 y carbonato/bicarbonato para pH 10-11. La con-
centracién de los diferentes amortiguadores fue de 30 mM.
En la gr&fica B, la actividad de 1a ADPasa se ensayé en
ausencia de magnesio (trazo superior), y en ausencia de
magnesio y ademis en presencia de 10 mM EDTA (trazo infe-
rior). Temperatura 30°C.

Estos reésultados sugieren que el pH Gptimo de 1a ADPasa es 8. La acti-
vidad observada a pH 10 pudiera ser debida a la presencia de una fosfatasa alca
1ina, 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 insignificanterhiqrdlisis de estos nucle6tidos

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 hidrélisis
de ATP como en la ADPasa. Los resultados se presentan en la Tabla VI. Se obser
va que los porcentajes de inhibiciGn son similares para ambas actividades, 1o
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 V. Efecto de Diferentes inhibidores sobre la
Actividad de ATPasa y ADPasa en PSM de Placenta Husama.

ATPasa ADPasa

% de inhibicion

VAN 100 uM 21.90 20.50
DEG 500 N 50.82 36,51
TFE 500 uM 35.94 29.02
NaNy 10 mM 42,37 40.11
KCN 10 mM 15,18 26.01
LaCl; 1 mM 26.42 15.61
0cCD 0.1 mM 44,98 31.80
NaF 100 mM 30,16 34.85
Niclz  1mM 64.24 60,60
NiClz 10 aM 80.17 64.58
L-Fen 0.8 mM .97 8.27
L-Fen 26 sM 6.80 7.08
Oligo S0 ug 45.89 35.93

" El curso temporal de la hidr6lisis dé 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 reaccién de 2 min para trabajar en velocidades ini
ciales.

Los resultados obtenidos inquietan, ya que como se mencioné antes, su-
gieren 1a posibilidad de que la hidrdlisis de ADP sea un artefacto por contami-
nacién con miocinasa. La Fig 16 presenta un esquema del posible fenSmeno que
pudiera explicar la actividad de la ADPasa.

A continuacion se plantean una serie de experimentos que permitan demos

trar la existencia de una ADPasa o de un artefacto en lag PSM de placenta humana.
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Figura 15. Curso Temporal de la Hidr6lisis de ADP en
las PSM de Placenta Humana. Una alfcuota de 1 mg de

proteina de las PSM se incubd en un medio que contenfa:

30 mM Tris-HC1, pH 8; 1 mM'MgCl2 y 2.5 umolas de ADP
o p-nitrofenil fosfato (pNFF). Cuando se utiliz6 la
L-fenil alanina su concentracidn final fue 26 mM. Tem-
peratura 30°C. Volumen final 1 mi.

ATP AMP
‘ X

gl ADP ADP
Figura 16. Mecanismo Probable que Puede Explicar la
Presencia de 1a ADPasa en PSM de Placenta Humana. La
Figura sugiere 1a presencia de miocinasa, En estas con-
diciones, el ADP adicionado al medio de reaccidn 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 inferir que el Pi 1iberado
proviene del ATP y que no existe 1a ADPasa,

21
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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 produccién mixima de ATP es de 12.11
nmolas mg L min~ 1. Esta sfntesis es sensible a la adicién de 8 mM de AMP,
logrando una inhibici6n del 90%. Es claro que las PSM son capaces de sinteti-
zar ATP a través de la miocinasa, sin embargo, esta produccién de ATP no ex-
plica la velocidad de hidr6lisis de ADP que se presenta en las figuras ante-

1 min'l. 10 cual des-

riores, que alcanzan valores aproximados de 500 nmolas mg~
carta la posibilidad de que 1a miocinasa sea 1a responsable de los resultados

de 1a ADPasa.

Para asegurar la presencia de esta enzima, es decir de 1a ADPasa, se
determina el curso temporal de la hidrdélisis de ADP y se cuantifican los AdN
y el Pi liberado. La Fig 17 muestra que el ADP desaparece de manera sincrdnica
a la aparicién de Pi, mientra que las cantidades de ATP detectado son pobre,
1o que apoya la idea de que la cantidad de ATP sintetizado no es la causa del
Pi Vliberado, ¥ en cambio apoya la idea de que el .Pi proviene de 1a hidr8lisis
de ADP. Este mismo experimento se realiz6 en presencia de hexocinasa (HK) y
glucosa para capturar el ATP presente. Los resultados obtenidos son iguales

en presencia o ausencia del sistema enzimdtico para capturar ATP.

En esta serie de experimentos, se determin6 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 expetimento
y sugieren que el Pi liberado proviene del ADP. Sin embargo, la produccién de
glucosa-6-fosfato que se obtiene del sistema enzimitico podrfa ser substrato
de 1a fosfatasa contaminante, que como se mencioné antes, presenta una pobre

actividad a pH 8.

Para aclarar estos resultados y evitar la produccin de posibles subs-

tratos para.la fosfatasa, se ensayl la actividad.de ADPasa en presencia de AMP,
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Tabla VIl Sfntesis de ATP por Miocinasa en PSH de
Placenta humana,

m ADP ATP +AMP 8 mM % de Inhtbici6n
|molas/mg/min
0.10 3.93 0.00 100
0.28 6.21 0.00 100
0,50 9.47 0.08 99
0.75 8.61 0.80 9
1.00 6.62 0.80 87
1.50 9.95 2,00 79
2.00 10.00 0.800 92
3.00 .11 1.70 85
4.00 7.39 1.60 78
6.00 8.21 1.60 80

La sintesis de ATP se determind cuantificando 1a desa-
parici6n de NADP en un sistema enzindtico acoplado

que contenfa: 50 mM Tris-acdtato, pH 8; 3 wh acetato.
de magnesio; 20 mM glucosa; 8 mM HPO4; 170 mM sacarasa;
10 U HK; 10 U G6POH y las diferentes concentraciones
de ADP que se indican. Despuds de 6 a 7 min de cusnti-
far 1a desaparici6n del NADP, se adicion§ al medio 8 mM
de AMP para inhibir & Vs mfocinssa.

. p molas Pi o nucleétido mg™
o
>

g

lempo (min)

Figura 17. Cuantificacién de NucleStidos de Adenina.y
Pi Durante 1a Hidr6lisis de ADP por PSM de Placenta.
Un mg de proteina de 1as PSM se incubl en el .siguiente
medio: 30 mM Tris-HC1, pH 8; 1 mM MgCl2; 1 ymola de
ADP; 20 mM glucosa y 10 U HK. Volumen final 1 ml.
Temperatura 30°C.
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Figura 18. Actividad de 1a ADPasa en Presencia de Glucosa
y HK. Las PSM se jncubaron en un medio que contenfa: 30
mM Tris-HC1, pH 8; 1 mM MgClp; 20 mM glucosa; 10 U HK

y las diferentes concentraciones de ADP. Volumen final

1 ml. Temperatura 30°C.

que como selobservé en la Tabla VII es inhibidor de la miocinasa. Los resulta-
dos muestran (Fig 19) que a 8 mM de AMP hay una liberacidn de Pi, 1o que sugie
re fuertemente 1a hidr6lisis de ADP. Teniendo en cuenta la contaminacidn de la
fosfatasa, este Ultimo experimento se repitié en presencia de un inhibidor
especifico de ésta, la L-fenil alanina a una concentracitn de 26 mM. Los resulta
dos muestran que Ta presencia de este inhibidor de la fosfatasa alcalina no
afecta la hidr6lisis de ADP, y apoya substancialmente que en las PSM de placen

ta humana existe la actividad de ADPasa.
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Figura 19. Efecto de la Concentracién de AMP sobre la ‘

Hidr61isis de ADP en PSM de Placenta Humana. La hidrd
1isis de ADP se ensayS en un medio que contenfa: 30 mM
Tris-HC1, pH 8; 1 mM Mgm?; 1 mM ADP y las diferentes
concentraciones de AMP. ET trazo inferior se ensayé
en presencia de L-fenil alanina (25 mM). Volumen final
1 ml. Temperatura 30°C,
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DISCUSION

Este trabajo presenta la caracterizacién del transporte de nucleftidos
de adenina en mitocondrias y su hidrélisis 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, 1o cual podrfa explicar los datos mostrados en la
Fig 1. Sin embargo, experimentos de respiraci6n realizados en presencia de 1,

2 0 3 mM EGTA no cambian el estfmulo inducido por ADP. También ha sido reporta
do en mitocondrias de tumores que la respiracion 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'1

mientras que en las mitocondrias de hfgado de rata la concentracién fue de 25
nmol mg'l-

Por otro lado, los resultados presentados'muéstran claramente que el
transporte de ATP y sobre todo el de ADP estén disminuidos en mitocondrias de
placenta humana cuando se comparan a las mitocondrias de hfgado de rata. Datos
de la literatura indican que una posible alternativa de esta disminucién de la
traslocasa es el contenido de nuclebtidos de adenina intramitocondriales (54).
En este trabajo también se determin6 la concentracifn 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 disminucidn pero no en el grado en

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

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

portante para permitir una funcién adecuada de las proteinas que en ella se To-
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calizan. Como se menciond, las mitocondrias de placenta humana muestran una cqm‘
po§1ci6n Tipfdica caracterfstica, con un incremento substancial de esfingomieli
na {33,34), y de colesterol. Ha sido demostrado que el incremento de colesterol
2 nivel de 1a membrana aumenta la rigidez de &sta produciendo una disminucién
de la actividad de las proteinas embebidas en ella. Esto sugerirfa que la com-
posicién de 1a membrana podrfa ser el factor principal queé interviene en la
funci6n del traslocador. Por To tanto, como se muestra en los resultados, el
transporte de ADP a diferentes tem-peraturas no se ve afectado; esto sugiere
que la composicifn 1ipfdica de.la membrana no permite cambios que favorezcan

una adecuada funcidn de l1a traslocasa.

Datos de este laboratorio indican por otro lado, que las mitocondrias
de placenta contienen aproximadamente 30 ng de colesterol mg'l. mientras que
en hfgado s6lo se cuantifican valores entre 4 a 6 ug de colesterol por mg de
proteina. Esta alta concentracién (6 veces aproximadamente) de colesterol po-
drfa explicar la rigidez que 1a membrana muestra a las diferentes temperaturas
ya que se ha demostrado que el incremento de colesterol en la membrana empaca
mds a los 11pidos que en ella se encuentran y esto re;ulta en una mayor rigi-
dez con el consecuente secuestro de las proteinas y ‘su menor mobili#ad.vﬁsto

explicarfa tanto Tos hallazgos del consumo de oxfgeno como del transporte de
AdN.

Estos resultados tendrtahvsignificadp..si consideramos ‘que un aporte de’
AdN disminuido podrfa favorecer l1a.sfntesis de progesterona, ya'que'durante el
@1timo trimestre del embarazo la produccién de.esta.hormona.alcania valores
crecanos a 600 mg en 24 horas (2). | .

La informacién obtenida nos.hizo determinar las caracterfsticas hidro-

1fticas de ATP por estas mitocondrias. Es evidente que las PSM pfesentan una-:

pobre contaminacién con vestos celulares. Se.ha reportado que 1a Fy~ATPasa pu-
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rificada a homogeneidad de mitocondrias de placenta humana presenta un.doble
sitio de reconocimiento para el substrato (39), 1o que pudiera explicar que
la hidrélisis de ATP presente una curva bifdsica. Es sorprendente que esta
caracterfstica de la enzima pura se presente en las PSM. Sin embargo, existe

12 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 se men-
ciond Tla Fl-ATPasa purificada a homogeneidad presenta esta caracterfstica. Po-
siblemente otro par de enzimas podrfan ser la alternativa para explicar la atf-

pica hidr6lisis de ATP en las PSM de placenta humana.

Datos de la literatura muestran que en mitocondrias de testfculo (56)
la oligomicina presenta una pobre inhibici6n. En el transcurso de esta inves-
tigacion demostramos que en las PSM de placenta humana la mdxima inhibicidn que
presenta la oligomicina y el DCCD es pobre (50 y 33%, respectivamente). Es de
interés sefialar que el trazo de consumo de oxfgeno en presencia de oligomicina
inhibe al 100% la respuesta al ADP. En mitocondrias de tejidos tumorales se ha
demostrado (57-63) que el DNP estimula eficientemente la respiracién pero no
asi la actividad de la ATPasa. Se ha demostrado que el DNP no estimula esta en-
zima porque en forma muy répida 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 DCCD) son efectivos en inhibir la respi-

racién 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 la falta de inhibici6n por oligomicina.
Es necesario seffialar 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 10 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 hidrélisis de



ESM TESIS N3 D
% B!BUDIECA

ATP produce una disminucin importante en la liberaci6n de Pi, sugiriendo que
s6lo la F{-ATPasa serfa la enzima que estarfa funcionando. Sin embargo, la
adici6n de oligomicina (10 ug) 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 suposicién
es que el coeficiente de Hill en estas condiciones (1a ATPasa en presencia de
NaF) no cambia, ya que el valor de 0.5 podrfa ser consecuencia de la interac-
cibn de 2 enzimas, de 1a ATPasa y de 1a ADPasa (35).

Por otro lado queda el hecho de que la F, aislada de placenta humana
presenta un compoftamiento similar al de otros .sistemas con respecto a la hi--.
_drélisis de ATP, en donde el ADP es un potente inhibidor. En este sentido, se
hace necesario un estudio cinético mfs detallado, Una alternativa es que 1a
Fl-ATPasa no esta acoplada, lo que impide que 1a oligomicina inhiba en forma
eficiente; .sin embargo, el DCCD que tiene un-sitio de uni6n diferente al de la

oligoﬁicina tampoco inhibe eb forma eficiente a la ATPasa.

Lo que es interesante de estos reésultados es que lq inhibicidn produci-
da por estos agentes es.diferente; en lo'qug 1a oligomicina mantiene abajo de
1 el coeficiente de Hill, el DCCD 1o 1leva a 1a unidad. Esto podrfa hablar de
sitios diferentes de reconocimiento del sustrato en los que actua el inhibidor.
Asociado a este hecho es relevante que el coeficiente de Hill para el controiv
' es de 0.5, que indica cooperatividad negativa. Ha .sido reportado para 1a sfnte-
sis de ATP (64) que existe una cooperatividad negativ;, pero no en 1a hidrgli-
sis. Por el momento desconocemos la importancia de este fenémeno. Estos résul-
tados podrfan explicar la presencia de 1as'cera§ bifesicas mo;tradaé en lq

Fig 10.

En mitocondrias de corteza adrenal se ha.descrito 1a presencia de una

ATPasa insensible a oligomicina (65), 1a cual se asocia’a moVimientos‘de calcio.
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Esta ATPasa se localiza en la membrana externa de la mitocondria. 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 hidrélisis de ATP es diferente al de sus sfnte-
sis, o bien, que existe la presencia de otra enzima que hidroliza AdN y due a

su vez explica los valores cercanos a 6 umolas de Pi Tiberado cuando inicial-

mente se emplaron 2,5 ﬁmoIas de ATP (Fig 8).

La posibilidad de tener presente una enzima contaminante no se habfa
descartado, y 1a ADPasa era el candidato posible; con base a Esto se caracte-
rizé dicha enzima. Los resultados demuestran que esta actividad se localiza
asociada a las mitocondrias y al parecer, en forma especifica a 1a membrana
interna. La actividad de la ADPasa no es el efecto de una contaminaci6n por
restos citopldsmicos, ya que el lavado con KCI para de;prender proteinas aso-
ciadas a Ta membrana en forma inespecffica no elima la actividad de esta en-
zima, Mds aiin, el lavado y sonicado de Tas PSM con KC1 tampoco induce pérdida
de la actividad de la ADPasa. Es importante hacer notar que este Ultimo paso
se hizo empleando una concentracién de 1 M qe KC1 y la actividad de ADPasa
permanecié inalterada. Esta enzima, al iéual que otras ADPasas, tiene un pH
Sptimo de 8 y requiere de la presencia de magnesio (1 mM), pero mayores con-

centraciones de catién producen inhibicién de la enzima.

Como una posible alternativa para explicar la .hidr6lisis de ADP, .se
palnted que esta fuera el resultado de una fosfatasa. En la placenta existe
una propor¢ién importante de fosfatasa alcalina y ha sido demostrado que se
Tocaliza tanto soluble como unida a membrana. También se ha demostrade que
esta fosfatasa es inhib-da por la presencia de L-fenil alanina. En la Fig 15
se mostré el curso temporal de la actividad de ADPasa y fosfatasa. Es evidente



que 1a hidrdlisis de ADP presenta la mayor liberacidn de fosfato, mientras que
el pNFF no. Este Gltimo experimento se repitié en presencia de L-fenil alanina
y muestra que la hidrdlisis de pNFF se inhibe el 70% a los 20 min, mientras que
la hidrélisis de ADP s6lo se inhibe un 6%. Es conveniente sefialar que las PSM
estuvieron preincubadas 5 wmin en presencia del inhibidor, de tal manera que

Ta unién entre &ste y 1a proteina de las PSM fuera 6ptima. También es importan-
te sefialar que no se puede pensar en que el ADP desplazara a la L-fenil alanina
ya que el ADP estd a una concentracién de 2.5 mM mientras que el inhibidor a

26 mM (10 veces mds concentrado). Por otro lado la inhibici6n que produce la
L-fenil alanina es incompetitiva. Esto indica que la fosfatasa no es résponsa-
ble de la hidrélisis del ADP. M4s aun, los difrentes substratos para la fosfa-
tasa nuestran velocidades de transformacién similar, siendo el pNFF el de mayor
afinidad para la enzima. Al hacer el andlisis de 1a hidr6lisis de ADP con res-
pecto al pNFF vemos que el ADP se hidroliza 400% mds que el pNFF (100%). Por
otro.Iado, ha sido reportado que la fosfatasa alkalina de placenta tiene poca
capacidad para hidrolizar ADP y ATP, dato que se confi;ma 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 inhibici6n del 6% que se observa en la hidrélisis 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 1a ADPasa. Este dato ‘"di
ca que la fosfatasa no ihterfiere en forma S1gn1f1cativa con los resultados ob-

tenidos.

La Fig 16 presenta 1a posibilidad de que 1a miocinasa pudiera explicar
la actividad de la ADPasa. Sin embargo, bajo este argumento deberfamos esperar
una liberdcidn de Pi que correspondiera a la mitad de la concentracién 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 correspon&en m&s bien a la hidr6lisis de ADP.
Por otro lado, se ha demostrado que en la Fl-ATPasa aislada de placenta humana
el ADP produce una inhibici6n de la hidrélisis de ATP {39). Esto sugiere que
si las PSM sintetizan ATP este no podrfa ser el substrato de 1a ATPasa ya que

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

A pesar de estas consideraciones fue necesario demostrar experimental-
mente la presencia de 1a ADPasa. La sfntesis de ATP mdxima que alcanzan las
PSM es de 12 nmolas mg'1 min'l. Esta produccién de nucle6tido no explica los
valores de 500 nmolas o mds de Pi liberado por mg y por min mostrados por la

ADPasa.

E1 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, 1a presencia de ADP en el medio de reaccifn produce la 1ibe-
racién de Pi, este dato apoya en forma importante 1a existencia de 1a ADPasa.
Sin embargo, nos vino la idea de que 1a ADPasa pudiera ser un artefacto pro-
ducido por la presencia de una fosfatasa. Datos de la literatura (66) demuestran
que la fosfatasa alcalina puede hidrolizar nyc1e6t1dos de adenina, aunque a
una velocidad muy baja. También se mencion6 que la L-fenil alanina es su inhi
bidor. Con base en estos datos y conociendo que el AMP inhibe la sfintesis 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, 1o 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.
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Una de las incognitas que queda por resolver es conocer el proceso en
que la ADPasa participa, cémo se regula, cémo se relaciona con Tas funciones mi
tocondriales y su papel fisiolégico en la placenta humana. Es posible que una
de las principales funciones de esta ADPasa sea la de participar en los mecanis
mos de vasodilatacién del sistema circulatorio de la palcenta, ya que de este
6rgano y de su eficiencia depende tanto la nutrici6n como la manutencidn del

feto durante la gestacion.

Ha sido postulado en otros tejidos que la ADPasa participa en la degra-
daci6n 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 efecto vaso-

dilatador.

Por otro lado es posible que la adenosina asf producida, juegue dn pe-
pel importante en la regulaci6n de algunas vfas metab6licas que permita que
la placenta sea capaz de responder a cualquier tipo de estfmulos, de tal mane-

ra que la proteccién del feto sea eficiente.
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Abstract--1. The purpose of this work was o study the ge of in

isolated from human placenta tissue.

liver mitochondria.

RO

.2, The results indicate that ADP and ATP are translocated at a lower rate than those reported for rat

e © 23N is proposed that the limited transport is due to the particular lipid composition of placentsl
mitochondrin membrane, which induces an arrest in membrané fluidity with the consequent restriction

in ad mobility.

: nucleotide

INTRODUCTION

.. Several studics on ADP and ATP transport mech-
“.."...anism of both animal and plant mitochondria have
been published (Yanovitz et al., 1976, Plafl e al.,
* 1968; Vignais er al,, 1973). From these studies, it is
"7 riow known that the physiological translocation of
-adenine nucleutides is mediated through an adenine
nucleotide transtocnse (Pfaff er al., 1965; Vignais,
Ve -1976).
I  In mitochondrin of sterdid producing endocrine
issue utilizaion of the encrgy derived from sub-
“strates for hormona) biosynthesis has been shown 1o
+ be imporant (Cammer- e al., 1967) and that this

".._event takes precedence over the mitochondrial ATP .

““synthesis. Thercfore, adenine nucleotide transport
hrough-the mitochondrial membrane must be regu-
ated in such o way to warrant the delivery of
reducing equivalents for steroid synthesis or for ATP
‘synthesis;
. We decided 10 study ADP and ATP translocation
. in mitochondria isolated from human placenta, a
tissue actively synthezing steroids, to get more insight
. .on the mechanism regulating the adenine nucleotide
“translocase. The results reported show that the
* affinity of the carrier for its substrates are similar to
} - those reported in mitochondria from rat liver. The &;,
- for atractyloside is 7.3uM and exhibited a. lincar
. Arrhenius plot. It is proposcd that the lipid com-
position of the inner mitochondrial membrane could
be considered 1o expliin the lower rate of adenine
nucleotides transport in placenta mitochondria, On
) .. the other hand, the relatively low levels of adenine
e nueleatides in placenta mitochondria could also con-
"7 tribute to the Yower exchunge,

MATERIALS METHODS

Fulf-term placentus were processed within 60min of
. delivery, ‘The tissue (upprox 400 g) was minced with scissors
"“and washed with 0.25 M sucrose-1 mM EDTA, pH 7.3, 10
rain the blood; and the mince was ground (o5 30 scc ln a

« with sucrose-EDTA. Soma pl I

SO

Polytron apparatus at- 5000 rev/min with 21 of 0.25M !

sucrose-| mM EDTA, The homopsoate was flered | -/
through surgical gauze, the pH sdjusted 10 2.3 with Trise
base, and then centrifuged in s Sorvall RC $B nm.mud e
centrifuge at 1000 £ for 10 min, The supernatant was centri- | {“
fuged at 12,000 g/ min and the muhlnl ptlm wuhod oncs u

I

tions were further purified in a Ficoll gradient (Moon and
Jobsis, 1970).

Oxygen uptake was estimated polarographically using s
Clark type eclecirode in mixtures mads of 100mM KCi:
10 mM phosphate-Tris, pH 7.3; 0.1% bovine ssrum albu-
min and 10 mM of the glullmle-mahu mixture, Exchange
of labcled nuclcotides was measured as described by
Janovitz et ul, (1976). ATPase sctivity was analyssd by .
incubation of mitochondria in the pressnce of an ATP
reneminy system, and the inorganic phosphaie resulting
rom the
(1944). The lnmmnochondrld content of sdenine nucleo-
tides was determined enzymatically as described by Jawors
et al. (1974). Protein was deierminated by the method of
Lowry er al. (1951). Intramitochondrial calkium was
analyzed using & flame photometer.

- RESULTS

Figure 1 shows the respiratory control of placenta
mitochondria, Stimulation in the oxygen con-
sumption was observed after addition of ADP.

. Studying the uncoupled stimulated ATPase activity,

we found an.important diminution in the hydrolytic
cfficicncy of the enzyme with respect to rat liver
mitochondria (Fig. 2). Similar resulls were observed

. with mitochondria purified through Ficoll gradient.

These resuits could be explained cither on the basis
of a functiona) failurc in the FI-ATPase system, or
on the basis of a deficient transport of sdenine
nucleotides, ,
To clear this point we decided to analyze the
ATPase activity in submnochondml particles (SMP),
The pee 17 e ihis geroe -~ shown in Fig. 3
and, o unwvea, the unrolysls of ATP is
very similar in both, placental and liver SMP. ’
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of pl } hondzin to ADP addition. Whm

From these last results, and taking into account
“.that, in SMP, the pcrmcabxhlv barrier 10 ATP is
_»vubahshcd 2 functional fuilure in the adenine nuclco-
~ tide carricr emerges 23 the possible primary cause for
the atypical response to ATP in the hwrnan placental
« . mitachondrin studied.
. To verify, this u,sumpuon. we analyzed the ADP
cxchunuc across the innner membrane, The resulls

-
T
o
-
2
. e

pmol F; liberated mg™
» hY
H

Amol P, Uberated mg™t
: > !
T

-l

25 5 [ RL 20
pmol ATP added
" Figi 2, Compuison of the ATPase uctivitics” shown by

mitachondria isolated from plucenta and tat hvcr Amg of
mitochondrial protein wus baled in a

* indicated (M), $mg of protein from placental initochondris were added 1o the basic modium con
. 100 mM KCY; 10mM phosphate~Tris, pH 7.3; 10 mM MgCl,: 0.1% bovine serum albumin; 10 mM malats
and 10 mM glutamate adjusied to pH 2.3 with Trisbase, as the substrates. Where indicated by arrows,
08 umol of ADP were udded: the numerals indicate the succesive addition of the nucleotide, Final volume
. 3mi. Temperature 22°C.

shown in Fig. 4 indicate that there is o limited rate
of ADP exchange, with an unusual biphasic curve, At
low concentrations of the nucleotide 8 saturation
type curve is observed with & maxima! velocity st
appsoximately S0nmol of ADP added; while in.
creasing concentration of ADP disclose an additionn}
¥ o With 500 nmol of the nucleotide added. The X,
of placental mitochondria for ADP is 8 M.

-

a5 % 3 [}
pmol ATP odded

Fig. -—3 ATPase activities exhibited by submitochondrial
d from placenta and rat lives mitochondris.

‘contained 75 mdt KCh 7.51M Tris-HC, wH .3 lmM
L phowhoeno! pyruvaie, Sug pyruvate lunnse, 75 uM

24 henol; and the indi of ATP.
Tempcrn(me BO‘C Incubation fime 10 min, Fina} volume

aml

_}'hc ;{nghgo;\ae?ndaion: msmm KCl5 1.5mM

riv-HCI, .3; | mM phosp! vale: 3 ug Pyt

vate kmuep and 10mM MgCly. tmg or“ tochondrial

protein was added in & volume fnal of 2ml. Temperatuse
.. 30°C, Incubation time 10min.

T
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,Fig 4 Kinetics of the c>f+ e of ADP in pluccmal
: dris - Adenine nuc was

as described in “Methods™. 1 mg of hondrial protein
- was incubated in mlxlurc.. lhux contained 100mM KCl;
10mM Tns-HCI pH 73 10p ohgom\un and the indi-
cated af phute with 2
specific activity of 1000 cpm per nmol, Aﬁcr one minute of
. Incubation time, 40 1M atructyloside wus added and 0.1 ml
hquol was passcd through Millipore filier, Temperature
25:C. Finu) volume {ml,

Th(. cxchangc of ATP (Fig. 5) showed a parallel
behav:or wuh that shown by ADP with a K, of
48'n

Atmclylosmc has been a useful tool for the study
" of-adenini¢ nucleotide translocase; consndcrmg thls.
- "the effect of this inhibitor on the ADP exchange in

_placental mitochondrin was analyzed, The results
from this experiment are shown in Fig. 6, atratyloside
‘inhibits successfully the movement of ADP into
- . -mitochondria- isolated from placenta with a K, of

. 'I 3 M.

" Thié adenine nucicatide translocase is a membrane
. agsociated system. On this busis, the influence of
“temperdtire on the rate of ADP exchange wa$
studied. This experiment, plotied in Arrhenius form
(Fig. 7)indicates that placental mitochoundria exhibit
. a lower activation energy than those rcported for
- livér. mitochondria at low temperatures, with the

.- additional 'characteristic’; lhal no discontinuity is
" “observed in the trace,

(Human and Haynes, 1983) the intramitochondrial
content of ADP and ATP was determined. The
rcsulls shown in the Tablc 1 indicate that the pool size
of ‘these nucleotides in placenta mitochondria was
“* close to hat-found in liver mitochondria, as pre-
vnously reported (Pollak and Klingenberg, 1978).

Sincé internal calcium hus been reported o be a
‘fagtor :influencing ncganvely the rate of adenine
_nucleotides - »cxcham_.c in mitochondria (Gomc

“Puyou”er al., 1979), ‘we micasiired "hie iniramit
chondrial calcium content and found moderately

“Considering also that the mtcmal pool of adenine
*nucleotides may influcnce the extent of this exchange.

L AP} 1 i ]
40 L] 160 240
nmol ATP added .
)
2P
0
>
-
Tk e
»
1]
PO L J
0028 0.08 Q.10
1/ ATP (uM)

Fig. 5. Study of the kinetics of ATP exchange of placental
mitochondria. 1 mg of protein from mitochondria was
incubated in mixtures containing 100 mM KC); 10mM KCl;
10mM Tris-HC, pH 7.3; 10 “! oligomycin and the indi-
cuted concenirations of [2.58 HJATP (specific activity:
3,000cpm per nmol). After 1 min of incubation tme,
48 uM atraciyloside was added and the ATP exchange was
mcasured by Millipoze ﬁlltullon.ml‘l'empcmuu 25°C. Final
volume | .

higher levels of this divalent cation in placental
mitochondria than in liver mitochondria (65 and
25 nmol mg=', respectively).

DISCUSSION

Aleksandrowicz (1980) has reported the isolation
of F1-A¥Pane from hur-- * ¢4, The hydrolysis
of ATP oy wis proten i 1y to FI-ATPase
from rat liver, suggesting no structural differences

- between these proteins. This explains that SMP )
froim human placenta reaches the same rate of ATP ... ..

hydrolysis of SMP from liver (Fig. 3).

The main question arising from this fact s, why
does not the adenine nucleotide translocase deliver
the substrate for the ATPase in mitochondria?

Several reports related with the pbyﬂolonul opu-
lution of the carrier must be considered. Experiments .
of Kriimer and Klingenberg (1980a) lndmu thatthe .. ...
primary énergy source for the translocation of ADP '
is the gradient from the mitochondrial electron trans-

. A smaller membrane potential produsese de-
se‘ﬁ'iﬁ ‘the transport of adenine nucleotides. In
steroid ussues it has been reported that the eleclron

'S

p)‘iw,
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contained: 100 mM KCl; 10 mM Tris-HC!, pH 73. 10ug

; Iigomymn [“CJADP 50 nmol and the indicated concen-

. \nhom of ‘utractyloside. Temperature 25°C, Final volume
Il

~"fiow .through the adrenadoxine-Cytachrome P450
-~ redox puthway is incficctive to build up a proton
: gmdlcm (Lauquin er al., 1973); thercfore, during the
“active synthesis of sieroids, the ADP uptake into the
ATP-synthclasc system is blocl.cd This could sup-
port‘the lower exch

- placental mitochondria.

‘Also, since adeninc nuclcotide transport is an
’exchunge diffusion process, its rvate must be directly
related with the iniernal pool size of ADP and ATP
(Hnmmnn and H'lyncs. 1983). The amount of nuclco-

S reon. e tides Tounded in these mitochondria are not as greyt
oo """ g$ 10 account for the dramatic Jower exchange.

co 1t is known that the rate of ADP transport depends
. " markedly on temperature (Kemp er al., 1969), which
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8. s plot for lh. L‘TLCl ol' \c.mpcrnmrc on the
rate of ADP cxch In§ I mg of
protein was incubuted in a basic medium: 100 mM KCL;
. 10mM Tris-HCl, pH 7.3; 10 g oligomycin and 50 nmol
.+ [“CJADP. After an incubation period of 10sec, at the
indicateg temperatures, the reaction was slopped. by the
addition of 40 uM atructyloside. An aliquot of 0.1 ml wus
iltered through Millipore system, Final volume 1 ml.

|
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Tnhle I, Intramitochondria) contenl of ADP
and ATP

nmol nucleotide mg="

satirce ATP - ADP  AMP
Plscenta 1.24 s 109
Liver 3.34 7.63 3.0

20mg of prowin from the indicslsd mito-
chondm mpndpiuudbylhl‘dhiol
. of perchloric acid st s final conceatration
of 6%. The amount of intramitochondrial
= " adenine nucleotides was determined as re-
;e.cned in the “Maurials and Msthods™

ton.

N
is a direct conscquence of the lipid environment in
which the irunslocasc is embedded. Experiments car-
ncd out by Kriimer and Klingenberg (1980b), in &

d sysiem, that & specific com.
posmon of the phospholipid membrane is roquired
to get optimal activity of the carrier. It has besn
reportcd that placental mitochondria possess a
higher content in sphingomyelin (Pollow ef al., 1974;
Chakraborti er al., 1980).

Accordingly, it is plausible that the limited trans-
location rate of adenine nucleotides observed in
placental mitochondria could be due to a diminution
in membrane fluidity, This is sustained by the results
presented in Fig. 7, that show the absence of a phase
change in the range from 5 to 35°C,

The sensitivity shown by placental mitochondria to

atractyloside reinforces that the lipidic milieu of the . .

membrane is the maip factor responsible for the rate
,of exchange, since, as has been recognized, the in-
/ hibition induced by atractyloside depends on the
solubilization of the hydrophobic moiety of the in-
hibitor in the lipid phase of the membrane (Vignais,
1976: Chévez et al., 1978). The level of inhibllion
found in placenta mdmtes a different degree of
membrane fluidity. The adenine nucleotides sxchange
shown in Fig. 7 when atractiloside concentration was
210, is lower than in the previous experiments. This
result could be due to technical error, but it does not
invalidate the interpretation of the result.

The_ relitively higher < ratration of mito-
chondrit, cumiun contini © wetor contributing
to.the obscrved diminished rate of adenine nucleotide
. exchange as proposed by Gomez-Puyou et al. (1919)

Iti§ important to note that mitochondria isolated
from human placents have a respiratory control of
about $, this indicates the inupiw of their structure,
Also it is important that experiments made with
mitochondria purified by Ficoll gradient, showed
results which were similar to those presented here.

Finally, the physiological relevance of the limited
transport of ADP in placental mitochondria is better
understood if we consider that a deficient supply of
ADP 1o the F1-ATPase system would reinforce the
shunt of ‘substrates toward the sdrenedoxine~Cyt
“ P450°redox chain, which are necessary for the syn-
thesis of progesterone .in the placents, reaching
highest values, such as 800 mg per 24 hr, in pregnant
women at term (Simpson and McDonald, 1981).
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