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Resumen

En algunas celula 'este oidogénlcas el K* partnctpa como un modulador de la”

sintesis de- hormonas esterondes Sln embargo. no exuste Informaclén acerca del

papel fslolégico del K en Ia pl centa humana

Se estudlé el efecto del potaslo sobre ”varlas funciones mltocondnales en

presencia y ausencia de nucleétldo ‘ de denin N las mltocondrlas de la placenta,

progesterona en Ia "  "\nisladas, pero todavta falta c ocer eI papel

f'snologvco que tlene este cation en las células de la placenta humana

'T‘!"’.. H Nl
4 ‘x‘" o C\.)N

FALLA DE ORIGEN




INTRODUCCION
Generalidades de los tejidos Esteroidogénicos

Los tejidos esteroidogénicos sintetizan diversas hormonas comb‘ los
glucocorticoides, ' mineralocorticoides, progestagenos, estrégenos 'y aqgvrégénq'vs‘,
utilizando al ;:olesterol como sustrato. Sin embargo, el colesterol no éolainente se

emplea para Ilevar a:cabo la sintesis de las hormonas esteroldeas slno que es uno

de Ios prmc:pales"componentes de .la membrana celular. Su presencla permlte la
curvatura de la membrana al Intercalarse entre los fosfolipidos de la blcapa ademés
de regular su ﬂundez [1] aumentando la resistencia celular al daﬁo flsmo La
distribucion del colesterol en la membrana plasmatica es asnmétnca. dando como
origen la formacuon de microdominios; que parece estar ‘reIaC|onada : con la
concentracion de esfingomielina. Estos microdominios podrian estar Involucrados en

mecanismos de transduccién de sefiales, asl como en la asocuacion y dlstrlbucién de

lipidos y protelnas membranales [2,3], pero el mecanismo q ‘té medlando la

distribucion de colesterol en las diversas membranas. celular ‘s todavia’ o 'e conoce

[4]. La distribucion asimétrica del colesterol no es exclus:va de" Ia{, membrana

plasmatica, sino que también se presenta en. las membranas e Iosudlstlntos

organulos [5]. Se sabe que la concentrac:én de colesterol en’ Ia membrana

plasmatica de cualquier tipo celular, sano es de apro m damente 30 pg/mg de

proteina [6], mientras que - su concentrac ny dlsm‘uy las ‘membranas
intracelulares, siendo la membrana'interna de la mltocondnaf la que presenta la

concentracion de colesterol més baja;” entre 3'a 5 ug/mg de proteina.

e e e
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Debido a la Imponancia'qtje’:‘tiéne elvcd.lestérol en la fisiologia de la célula, su

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

aporte de colesterol a la célula a través de la captacnén de las lipoproteinas de baja
densidad por medio de receptores membranales especificos, asi como también de su

sintesis de novo en cantidad suf”cIente para satisfacer las necesidades ceIuIares

Estos dos mecanismos participan en la homeostasis en la concent(ac}:lénﬂ de
colesterol celular. 2) Su incorporacién y distribucién a las diversas memb;ana's o bien
en los depdsitos especificos si las células los presentan. 3) Pciir.zadltimov.i’ su
transformacion en sales biliares y en hormonas esteroideas. :

Dado el papel que tienen estas hormonas para Ia,cOmUnIcaéIéﬁ~~Intefce|ular, es

necesario conocer los mecanismos que reguIan su sInteSIS La Ias

hormonas esteroides se InIcIa con el transporte del coles ro de de sus depésitos en
rla ;y e ahl a la membrana

; Itocromo P4503cc (S|de cleavage

chain). Esta cadena se encuentra format 0 Ia adrenodoxma reductasa que recibe

los eIectrones provementes del NA‘ ‘H~ una adrenodoxma yel proplo cntocromo
P450scc, que corta la cadena Iateral del colesterol una vez que éste ha sIdo reducido

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

como de otras hormonas esterondes [8] En todos los tejldos esteroidogénlcos se

considera al transporte‘ e ol 3
limitante de la vIa:[9] ‘3 elocidad de sintesls de esteroides enjos dIferentes teJIdos

esta controlada por la:presencia. de dIversas hormonas péptidlcas especificas para

cada teJIdo Por ejemplo Ia hormon ] adrenocorticotrépica (ACTH) aumenta la sintesis

de glucocomcoides en Ia corteza suprarrenal de las células de la fasciculata;
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mlentras que Ia angiotenslna I (A|I) y eI potasm (K) aumentan Ia sIntesus de

m|neralocort|coudes enr Ias células suprarrenales de Iafglomerulosa, [10] Ia

gonadotropina corlénlca (GC) ola hormona Iuteinlzante (LH) e sintesls de

progesterona en Ias células del cuerpo Iuteo [11], y la LHincrementa la’ slntesus de

testosterona en; as células de Leydig [12].

la espuesta elularfa uh

En Ia mayoria de los tejidos esteroidogénico

estlmulo hormonal consta de dos fases la prlmera es denominada aguda en Ia cual

que se encargan del transporte de colesterol asf como de

cadena de electrones asoclada al citocromo P45050c [1 4]
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El Transporte de Colestérol

En-estudios- reallzados en: las gléndulas suprarrenales. se: encontré que las .-

proteinas que se encargan d'? ans ort' int celular dk'l colesterol se pueden dnvndlr

en dos grupos: |): aquella que.transportan-al: colesterol desde eI cltoplasma ala

que la presencia de SAP no :
colesterol,: por:lo cual no:se.le ;con’s’idéfa\i:"o,rﬁo}una 'protelna indispensable de la

esterdidogenesis [18].

FaL TESTe con .
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La proteina reguladora de Ia esterondogénesis aguda (StAR Sterondogenlc

el metabollsmo ho
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de unién parIICIpan en eI transporte de Ias proteInas mltocondrlales que se sIntetlzan

en eI cntoplasma en eI metabollsmo energético. asl como en eI proceso apoptétlco

DebIdo a la estruc ra u prese l an os [ untos de unlén han sido propuestos como

la via de Ingreso del colesterol a Ia membrana mterna mltocondrlal

En Ios estudlos 'va‘os a cabo en las gléndulas suprarrenales, el grupo de
Kimura . [25] observé que aI estImuIar a Ias células con ACTH se presentaba un
aumento en la’ velomdad de sInteS|s de fosfolipidos, lo que resultaba en un
|ncremento en Ia concentraclén de fosfatidilinositol y fosfahdnletanolamma en Ia
membrana m|tocondrlal‘externa [26]. asl como en un aumento en'la qonaentracIon de‘
Ca®' libre en la matriz _mitacafjdria:l"[24.25]. Esto favorece un Cambiq aonforrijaCIonaI

de la bicapa lipidica hacia Ia faée hexagonal ‘a traVés de la cual se puede favorecer

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

‘ jesteroudogenesis En este modelo: propuesto por

proporciona el sustrato para

Kimura [25) no: se toma n: cuenta Ia exustencna de las proteinas transportadoras de

colesterol descntas antenormente
De manera alternatlva eI grupo de Jefcaote [27] propuso como modelo de los
puntos de unlén aqueI en el cual se Incluye Ia Informacién reportada para las

mitocondrias de higado de rata durante la: fosforllaclén oxidativa, asi como la

presencua de la:creatina cinasa, que se 3 cuentra en el espacio intermembranal en

forma de dimeros.y que al formar I punto de unién se autoasocia a-una

2 recer. Ia creatina cinasa se une con la porina que

configuracion octaménca [28] AI

esta asocnada a Ia membrana externa mltocondrlal y-con el translocador de adenin

nucléotidos, eI cual se Iocallza en: Ia membrana interna de la mitocondria,

formandose un microcompartimento que-funciona como un tdnel que permite el

13
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intercambio de moléculas [29] En estos puntos de unlén tamblen se-ha descrlto la

presencla defla glutatlén transferasa y.de una fosfoprotelna:de 30 kDa.,la cual

pudiera estar directamente relacionada con el transport de olesterol ademés dela

adenllato cunasa Ia nucleétldo dufosfocmasa [27] el receptor d 'benzodiaceplnas

membranal, y por la asaclacion de
e un canal a través del cual se

pueden transportar dnversas molécul 5, sino"que también el aumento en el volumen

mulo con la ACTH,
jos de contacto. El estimulo hormonal
puede gene‘rarhn cambi ual resulta en un cambio

enla actwtdad‘mltocondn

Los cambios en | ctividad celular y mitocondrial asociados a la presencia de

jones han S|do,estudla»dos'pdr‘el'grubo de Holiahﬁ el cual ha demostrado que al aislar
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a las mltocondrlas del hlgado de Ia rata en medlos que contenlan KCI o NaCI como

agentes osmétlcos

;exnstlaun.aumento en el volumen de la matrlz mltocondrlal y una

en el ciclo de Krebs.

Papel del Potasio en las

Es"t’eroidogénlcas
Las glandulas: s nales se encuentran divida en tres regiones
denominadas granuloga ir(shvp:élrt‘”‘gia|) que sintetiza aldosterona,vfasciculata que se
sintetiza cortisol _ y : cortlcoesterona y la reticular. .en la. cual se slntetlzar

dehidroepiandosterona y- androstenodlona La esterondogenesw en Ias dlversas

regiones se encuentra regulada por la: presencla;po varjas.hormonaswde ,orggen

peptidico.
En las células de Ia glomerulosa eI estlmulo puede estarv: ado por. ACTH asl

como por Ia presenc«a de angtotensuna II (Ang ‘ll)

Ilberando dlacllglicerol e. inosntol 1,4,5- tnfosfato Ps);[36] lacuglicerol ‘activa la

proteina cmasa C fosforilando diversas proteinas entre , jl|as Ia StAR Adiclonalmente
el IP; aumenta la concentracion de calcio mtracelular al estlmular la liberacion de

éste de sus depésitos celulares [37,38].
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Sin embargo, las célula's de la glomerulosa no solamente responden ala

presencia.de. Ang Il,.sino. que otro de Ios agonlstas P aJa slnteSIS d aldosterona es

el K* [39] es capaz de abrlr Ios canales de calmo dependlentes de VO’|taje del tlpo L~

de la membrana Interna m!tocondrlal i

funcional -con la NADPH adrenoxina';' :

electrones y protones que procede del NADPH hasta el colesterol y se estimula la

via de sintesis de progesterona
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Figura 2. Adrenoxina reductasa, Adrenoxina y Citocromo P450,

Esteroidogénesis en la Placenta Humana

La placenta es un tejido esteroidogénico transitorio que se encarga del
intercambio de una gran variedad de metabolitos entre la madre y el feto. La placenta
cuenta con diversos sistemas de transporte que le permiten satisfacer las
necesidades del. feto. Asimismo, la placenta es capaz de sintetizar hormonas
proteicas y eSte’roideés.Entre las hormonas proteicas se encuentra la gonadotropina

coriénica (h‘CG).; que regula la sintesis de progesterona en el ovario durante el

17
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primer trimestre del embarazo asl como la deciduallzacnén del endometno y de esta'

forma permlte Ia |mplantacién del embrlon [45 46] Otra hormona protelca smtetlzada

por-la placenta” ‘ ctégeno placentario (hPL), que se encarga de regular-el

crecimlento fetal [47 48] a"prolactlna decldual (dPRL) es una hormona protelca que

se encarga de ! volumen y Ia concentraclén iénica en el liquido amniétlco

ademas de Impedlr que se I|eve a cabo la contraccién uterina [45].

Entre las hormonas esteroldea la placenta sintetiza mas de 300 mg/dia de

progesterona durante eI ultimo trlmestre deI embarazo. En el |n|cio del embarazo Ia

progesterona actua co" o'un agente inmunosupresor. permltlendo la implantacuén del

teihéi"siAR se describié Inclusive en

embarazos cuyos productos presentaron el sindrome de hiperplasia adrenal I|p0|de.

el cual se caractenza por la Incapamdad de la célula para movilizar el colesterol hacia

18
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la mitocondria para su transformacién en pregnenolona, presentandose una

acumulacion de colesterol e_an el cltoplasma [52].’ Estos resultados mdncan que Ia”" e

placenta humana no reqmere de a;p" '

membrana interna mltocondrial [55] Al transfectar células COS 1 con la protelnav ‘
MLNG64 y la cadena del citocromo P45030c. se observé un aumento en la sintesls de

progesterona de casi el doble, con-lo cual se: demostré Ia partucupacuén de esta

proteina en la esteroidogénesis [56).

Otra de las proteinas que se _encuen ra..involl

molecular aprox1mado de 30 34 D
colesterol facilitando. su mcorporaclén a Ias membranas mntocondrlales [58], y suv,

presencia ha sido descrita: en Ios puntos de unién que ya se mencionaron. No

19
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solamente se requiere de ‘esta -porina para llevar .a cabo la incorporacién de

colesterol en Ias mltocdndriés de-| placenta humana sino que también se ha-

descrito 'la partlcnpaclén de ‘una. ATP- dlfosfohldrolasa (apirasa). La apirasa se

encuentra fuerterne"'te 1 las: branas mitocondriales [59]. Su participacién

ist b ‘mediante el cual se regula la

sintesis de progesterona en Iavplacent humana m Ia partucupacuén de cada una de

Ias proteinas mencnonadas en este proceso, ya que se-desconoce si la placenta
presenta,una,respuesta,de tipo arguda aun est‘imulo‘ hormona,l como sucede en otros

tejidos esteroidogénicos: Si dejar a uno lado la respuesta al e":svt!myulo hormonal uno

de los posibles mecanismos de modulacién por el cual la»sintesiégde",prq'gesterq'na :

podria ser regulada es la concentracioén de cationes.
‘placenta

@s,de'tibo

mltocondrlas d

metabdlica ni de transporte cuand ‘mbtos de osmolaridad por medio de

sacarosa, sin embargo estos cambics si se observan cuando se utiliza K* para varlar
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la osmolaridad. Esto ha permitido sugerir que eI K* podria“ estar involucrado en el
. mecanlsmo de regulactén de. slntesus de progesterona /n wtro

HIPOTESIS‘" o

Si Ia concentracnén de K‘ se encuentra dulada en Ias mltocondrlas de Ia
placenta humana entonces camblos en Ia mlsma podrIan modlfcar su actlvidad y por :

lo tanto servir como un sistema regulatono de Ia sIntvesIs; de progesterona. '

OBJETIVO GENERAL
Establecer el papel que tiene el potasio en la esteroidogénesis mitocondrial de

la placenta humana.

OBJETIVOS PARTICULARES ‘
- Determinar el papeI : deI' K* sobre la a_ctiviydad,, hidroIIfica de la ATP-

dlfosfohldrolasa (apirasa)

- EvaIuar eI papel del K sobre Ia resplraclén mitocondrlal

is de progesterona

- Determlnar el papel del K* en Ia lncorporaclén de colesterol

TESIS CON 21
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de las Mitocondrias de la Placenta Humana (MPH) e

Las mitocondrias se obtuvueron de placentas humanas a térmlno Yy fueron

durante - 10 mmutos para quntar Ias mltocondnas pesadas provenlentes del

citotrofoblasto. Nuevamente se recuperd - el ‘sobrenadante, el cual contenia Ias“
mitocondrias del snncnciotrofoblasto [62] y se centrifugd a 10,250 x g‘durante 12
minutos a 4°C para recuperar las mitocondrias, las cuales se resuspendieron en el
medio de sacarosa-EDTA y.se centrifugaron a 1,250 x g durante 2 minutos a 4°C
para eliminar los eritrbcitos contaminantes. Finalmente el sobrenadante se centrifugd
a11,220x g durante 10 minutos a 4°C y el paquete mitocondrial se resuspendio en
un volumen minimo de sacarosa-EDTA. La proteina mitocondrial se cuantifico por el
método de Lowry [63], utilizando albimina sérica bovina (BSA) como estandar.

Hidrélisis de ATP y ADP en las MPH

La actividad de hidrélisis de ATP y ADP se determiné en Ias MPH éﬁ un medio
que contenia 10 mM malato, 0.2% BSA, 1mM EDTA10 mM Trls pH 70 1. mM
MgClz y concentracuones crecnentes de K* (20 100 mM) Para mantener constante la
osmolaridad del medio (250 mOsm) se emplqarpn d_iferentes concentraciones de

sacarosa. El volumen final de la mezcla de reaccién fue 500 !, la concentracion de
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proteina fue de 50 pg y Ia temperatura de 37°C La reaccnén se lnlcné adlc:lonando 2

mM de ATP ] ADP 'Alrcabo de 5 mlnutosvse detuvo la reaccnén enzlmétuca}con aCIdO

trlcloracetlco frIo a una concentracion final de 6%. _k : ZCle

g por 15 min a 4°C El sobrenadante se recupero para: cuantlfcar la cantldad de
fosfato libre mediante el método de Sumner [§4]7

Consumo de Oxigeno de las MPH

El consumo de oxigeno de las MPH se cuantlf‘cé polarogréfcamente
utilizando un electrodo tipo Clark y un oxlmetro marca: YSI modelo 53. Se usé un
medio que contenia 10. mM- malato-glutamato, 0.2% BSA, 10 mM HiPO,s vy
concentraciones crecientes de k‘ (20-100 mM). La osmolaridad se ajusté a 250
mOsm con sacarosa. Ei estado 3 de la respiracién se estimuld con la adicion de 250

nmolas de ADP.

Incorporacién de Corlres'terrol a las MPH

Para medir la ihéogporacién de colesterol en las mitocondrias de la placenta
humana se utilizo el métddo reportado por el grupo de Martinez y‘ cdlé 1evn' 41 988'[65']
Se preincubaron -a Ias MPH por 10 min a- 37°C en presencia de dlferentes

concentraciones de K (20 a 100 mM) y 30 HO de colesterol/ mg de proteina del

complejo colesterol albumlna ; érlca bovma (C BSA) en 200 ul del medio empleado

para determinar:la hid 6I| U leétidos

Para detener Ia reacci Incorporacnén de colesterol a las mitocondrias, las

muestras se’ dlluyero 5'veces: on sacarosa EDTA frla La fraccidon mitocondrial se

recuperérp_q;cggtﬂi on, La dllucién de Ia muestra se realizo dos veces més para
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eliminar el colesterol no. mcorporado y se determlné la: concentracién de protelna y

colesterol en cada una de Ias muestras

oxidasa, asl como peroxndasa y 4- amlnoantlpirlna omo cromége_no cuyak Iongltud de
onda de absorcién es de 550 nm, '
Sintesis de Progesterona : ;

La sintesis de progesterona se réa[izéyfdé{s'bugs de ihéusér por5min a 37°C
un mg de proteina mitocondrial por ml en pl"esén’cié ae difere‘nyteé coiril‘cy:e"‘ri‘traciones de
K* (20-100 mM) utilizando el mismomedio empleado péra llevar a’cabo>la' hidrélisis

de nucléotidos. La reacclén Vse lnlcié adlclonando las mitocondrias al medio de

reaccion. La concentraclén de progesterona se cuantlfcé con un estuche comerclal

de radloinmunoensay‘“ donde se empleé 25 progesterona (Dlagnostlc Products
Corporation, Los Angev

Los reactwos empleados fueron de la mejor cahdad dlspomble

24
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RESULTADOS
Hidrdlisis de Nucledtidos

Se estudié el efecto del K" sobre la actividad de la ATP-difosfohidrolasa. Esta
enzima se encuentra asociada a la membrana interna rhitocondrial y se ha sugerido
que el sitio catalitico esta orientado hacia el espacio intermembranal [59].

Como se muestra en la figura-3 existe un aumento de un 140% en la actividad
hidrolitica de esta enzima en presencia deﬁATP y 100 mM de KCI. Comé se describio

en [a seccién de Métodos, se mantuvb la qsmdlarkidad'constante'a 250 mOsm, con lo

cual se descarté un.efecto p V"a(‘hbi sudg}"o‘smolaridad de la matriz

concentraclones creci de Na , se empleé este catlén como un control para
descartar un efecto debldo ala fuerza |én|ca Como se puede observar en la f‘gura 4

cla de Na .-Con

no hubo cambios en la actlwdad hldrolitlca de’la enzima en p es
este experimento se demuestra que el efecto del K'es especlf‘co y«,no se deblqo ala

carga del cation.
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Figura 3. Efecto del K" sobre la actividad de. hIdréIIsIs' del Complejo ATP-Mgz’ por la

ATP-difosfohidrolasa. Se determlné Ia ctIvldad en eI medlo que contenIa 10 mM
malato, 0.2% BSA, 1mM EDTA 10 M pH' 7 O 1 mM MgCIz y concentracIones
crecientes de K" (20- 100 mM) ! ) ; ionstante Ia osmolarldad del-medio -

(250 mOsm) se emplearon dlferentes concentraciones de sacarosa EI volumen final

de la mezcla de reaccuén fue 50' C ncentracuén de proteina fue de 50 Hgy. Ia

temperatura de 37°C. La reachén se InICIO ad|CIonando 2 mM de ATP o ADP AI cab0'

de 5 minutos se detuvo Ia reaccién‘enZImétIca con écudo tncloracétlco frlo a una

5.1 min. a 4°C El

concentracion fi f‘nal de}_,ﬁ%..I_va L echa se centrifugé a 2 500 x g po

sobrenadan‘vte;,éer_éCﬁbe:r,é; par cuantlfcar la cantidad de fosfato libre mediante el

,ras representan eI error esténdar Los datos son el

tos: reallzados de manera IndependIente La actividad del

control fue:q,e‘ 5.1 hmqla,‘srde Ei{mg/mln.,
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Flgura 4. Efecto del Na sobre la actividad de hidrélisis del comple]o ATP Mgz’ por la

ATP- dlfosfohldrolasa Se determiné la actividad en el medio descrlto en. la fgura 3.

Los datos son el promedio de 4 expenmentos lndependientes
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La ATP- dlfosfohldrolasa tamblén hldrollza nucleétldos d:fosfatados [66] por lo

cual se cuantificé su actnvndad hidrolltlca en

[ resencia de ADP como sustrato con -

concentraciones: crecientes " de potasio Como se observa en

estimulacién inducida por la presencqa del K* fu : solament de un: 25%

de la hidrolisis de ADP hay que tener en cuenta:que no

difosfohidrolasa es capaz de, utlllzar aI nucléotldo. .,smo que:s encuentran otras

proteinas que son capaces de competir por éste.'vent,re Ia qu s‘,se-encuentra,el

traslocador de Ios adenin nucleétidos.

También en este caso se realizd el experlmento en presencna' de Na Ly sln
observar efectos sobre la actividad de hidrdlisis del ADP por Ia ATP dlfosfohldrolasa.

como se muestra en la figura 6.
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Figura 5. Efecto de Ia concentracuén de K 6br‘é.la'.‘é’c:tividad de ‘hldrélisis de ADP por

la ATP- difosfohldrolasa Se de ermin e me io descnto en la figura 3.

Los datos son el promedlo de 8 experlmentos reahzados de ‘manera independiente y

las barras representan sur error esténdar”La ctnwdad del control fue de 70.87

nmolas PI/mg/min.‘
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Figura 6. Efecto. de Ia co entraclén de Na sobre Ia actividad de hidrélisis de ADP

por la ATP- dlfosfohidrolasa Se 'determlné Ia actlwdad en el medio descrito en la

figura 3. Las: barr' representan eI error estandar. Los datos son el promedio de 4

expenmentos lndependlentes La actividad del control fue de 55.56 nmolas

Pi/mg/min.
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Los cambios observados en la. actIvudad de la aplrasa podrlan deberse a un

efecto.directo.del K’ sobre. la enzIma aunque se conoce que requnere la.presencia de

cationes dlvalentes para IIevar a cabo hldrél|5|s de nucleétldos dl y trlfosfatados bien

podria tener un sitio para unIr al K% y de esta. rma modlfcar su actlwdad En la

figura 7 se trabajo con la fraccién parcialmente pura de Ia apirasa y no-se.observo

ningun cambio en la actividad de Ia apIrasa al cambiar Ia concentraclén de K*

130 4.
‘ 1201
X 1104
S & 00d e
o < 1
88 %07
27 :
548 807
<9 704
RSN R s n=4
.- | T T T T T T

60— : -
S0 20 40 - 60 80 100
: Con“cent:raclén
de KCI (mM)

Figura 7. Efecto deI K* sobre la hIdréIIsIs de ATP en Ia fraccnén de:la ATP-

dlfosfohidrolasa pa 'c1almente purlf'cada Se determmé ‘la* actIvrdad en el medio

descrito: en Ia fgura 3; 'Las barras representan el error estandar Los datos son el

promedio de 4'_xperImentos independientes. La actividad deI control fue ‘de 218

nmolas de PI/mg/mln

TESIS CON 31
FALLA DE ORIGEN




Consumo de Oxigeno

Los cambios en_la concent‘racién de potasio’ presente en |la mitocondria han

sido asoclados con varlaciones en su actuvudad respnratona, en particular con un

aumento en_el,consumo de oxlgeno a estlmulacién del estado 3 de la

resplraclén,mv ocondrial [35]

verse reﬂejados en variaciones de ia slntesns de progesterona y pudiera ser que no

se encuentren” asocuado, especif‘camente con eI sistema fosforilante de las

mitocondrias, al contrario de Io que ocurre en Ias mltocondnas de higado de rata.
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indican el error esténdar de una n= determlnaciones independlentes
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Sintesis de Progesterona

Los camblos en la actividad de Ias mltocondrias de la placenta humana debldo:ﬂ o

capaz de estimular la sintesis de progesterona hasta en un 28 on 00 mM de KCI

La sintesls de progesterona se ve favorecida en presencia de nucleétldos los

cuales se han asociado como moléculas que: dan energia necesarla para que se

lleve a cabo el transporte de colesterol entre Ias membranas mltocondrlales [66]

En presencia de ATP se. observé que la sInteS|s de progesterona aumenté de

por la sola presenc1a de 100 mM de KCI eI _,AD,

34.97% como se muestra en la figura 11

nucledtidos di y trifosfatados es Ilevada a
esta enzima pudiera estar relacionada conlla slntesis de progesterona [67] la: forma

n este proceso es que al hldrollzar

en el cual esta enzima pudlera estar involu ad

a los nucledtidos se proporciona la energia necesarla para llevar a cabo el transporte

de colesterol.
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Los sitios precisos en los cuales el K* fue capaz de producir {a estimulacion
sobre la sintesis de progesterona y el efecto del nucledtido sobre-ésta‘en presencia
del catién no se determinaron todavla, éunque los datos sugleren que la eﬁstlmdilacién

no es sinérgica y posiblemente actian de manera distinta. -

. ng P4/mg/min

KCImM

Figura 8. Efecto del K sobre la: slntesi progesterona en Ias m|tocondrlas

de la placenta huma a, El: medio

Materlales y Mé ’dos Lo

realizados de manera independ nt .»Losiptintos represe'htan la media de‘los

mismos .y Ia barra Indica su error esténdar
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Figura 10. Slntesls de pro‘gesterona?‘en presencla de ATP 2 mM. El medio de la
reaccion de descrlbié en Ia secclén de Métodos Los datos son el promedio de 10
experimentos realizados de manera mdependientes Los puntos son la media de los

experimentos y las barras representan el error.‘esténdar. o
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Figura 11. Efecto del K" en presencia de ADP 2 mM sobre la- sintesis de
progesterona El medio de la reaccion de describid en la seccidn de Métodos. Las
barras representan el error estandar y la media esta representada por los puntos. Los

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

colesterol-albumma y ATP la concentr

mitocondria a 105.63 Hg de colesterol/mg. lo, qu ,mdlca q’ue la sola presenma del

nucledtido - estimuld aproximadamente 4 veces la concentracién de colesterol

Conformela concentraclon de potaslo aumenta Ia cantldad total de’ colesterol que se
incorpora a las mltocondrias es de 130 58 ;.xg de colesterol/mg con 100 mM de KCl, io

que significa que la sola prese |a‘de potasio es capaz de facilitar.en. un 25% Ia

incorporacién deﬁcolesterol "omo sé. muestra enla figura 12;

A,ca:ntldad de coIesteroI Incorporada por Ias

38
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Figura 12. |ncorporacrén de colesterol en presencia de 2 mM-ATP. Las barras

representan el error esténdar y Ia medna esté representada por los puntos Los datos

indican 3 experlmentos reallzados de manera independiente
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Figura 13..Efecto del-K* sobre Ia.incorpbracién de colesterol-en presencia de  ADP

2mM Las barras répreéentah el error.estandar y la media esta representada por los

puntos. Los datos indicén“S expefir‘nenfos realizados de manera independiente.
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Para saber si eI colesterbl ihcorporado es empleado por las mitocdndrias para

la sintesis de progesterona se: Ilevé .a.cabo la. determinacién.de pro esterona en. ..

aquellas mltocondrias que fueron prevlamente incubadas en presencia del complejo

colesterol- albumlna. )

Las diferentes condlciones en las cuales se llevé a cabo la’ incubacién .asli

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

Tabal 1. INCORPORACION DE COLESTEROL Y SU

TRANSFORMACION EN P4

Condicion [ +ATP
P4 ng/mg/min Colesterol en pg/mg

Control 11.2+1.3 16.6+1.9 356+84
Sacarosa 13.2+£1.8 246+1.4 48.2 + 9.8

KCI 16.6 £ 3.7 21+£1.8 61.1+16.4
Sacarosa + ATP 144 +1.5 20+ 2.8 89.1+£9.5
Sacarosa + ADP 15.8 £ 3.7 18.8 £ 3.0 77.0+£10.5
KCl + ADP 17.6 +4.1 15.4 £ 0.9 796 £9.4

KCl + ATP 22.2+3.6 282+2.5 102.5+14.9

n=3 n=3 n=4

En la primera columna de la tabla 1 se muestra las diferentes condiciones en
las que se incubaron las mitocondrias en presencia de KCI 100 mM y 30 ug del
complejo colesterol-albﬂmina /mg de protefna y 2 mM de ATP o ADP. Después de

lavar 3 veces Ias mitocondrlas con sacarosa—EDTA para eliminar el colesterol no‘f :

incorporado; las_-mltocondnas enrlqueCIdas en colesterol se incuban para de inér

la sintesis de progesterona y Ios resultados se muestran en la segunda columna de

la tabla. En Ia tercera cqumna de Ia tabla se cuantificé la cantidad de progesterona
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sintetizada en presencia de:2 mM ATP El contenido de colesterol se determino y se
muestra.en Ia cuarta columna de. Ia tabla ’

Cuando se mcuban a las mltocondrlas en presencia del complejo colesterol-
albmina y en un medlo que contlene 100 mM.de KCl el contenido de colesterol en
las mltocondrias aumenta de 35 pg de colesterol/mg a 61 ug de colesterol/mg. EI
proceso de Incorporaclén de colesterol se ve favorecido en presencia de ADP o ATP,

Si bien la sintesis de progesterona se ve favorecnda en aquellas mntocondnas
que fueron lncubadas enﬁ, presencia de un medio que contiene K* 100 mM, se
muestra una mayor sintesis de progesterona cuando en el medio dé re'acclén esta
presente el ATP, lo sugiere que el ATP participa no solamente en el proceso de
|ncorpora<:|én de colesterol sino. que también en su transformamén hacia
progesterona contrarlo de lo que.ocurre con el ADP eI cual aI parecer facilita la

incorporacion de colestero! pero no promueve su transformaclén en progesterona.
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DISCUSION

Las mitocondrias de la placenta humana cuentan con. Ia presencna de.una

ATP-difosfohidrolasa que esta fuertemente,unlda a Ia membrana anterna mltocondnal

para Io cual

el efecto mayor en presenc:a de ATP que con ADP. El efecto estimulante que se
observa en presencna de K* no es debldo a una estimulacion directa del catiéon sobre
la enzima, ni un efecto de carga ya que al evaluarse la actividad hidrolitica en
presencla de Na* no se modlf‘ca la actividad de la apirasa. La presencla de K* en el
medio en el cual se aislan las mltocondrias conlleva a cambios del tipo morfolégcco

[60]), mismos que pueden modlfcar las diferentes act:vndades mltocondnales

Los camblos en la activldad mltocondrt 1 asocuados con vanacuones ‘en: la

vdog, os'-estados respiratorios, por lo cual el efecto

observado es dlrecto del catlén sobre los parametros mitocondriales estudiados.
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En comparacuén con otros te]ldos las m|tocondrlas de Ia placenta humana

presentan una menor actlwdad respiratorla' lo cual se.ve reﬂejado como un potencnal,

mltocondrias de Ia placenta humana en presenCIa de. K" pueden estimular la vla de

sIntesns de progesterona : ’

En estudlos IIevados a cabo en gIanduIas suprrarenal se observé que la
cadena del CItocromo P4503cc forma agregados con otras proteinas mitocondriales,
mlsmos que se dlsgregan en presencia de K*, permmendo Ia formacuén del complejo

ternarlo de Ia cadena del cltocromo P450scc [44]. En Ias r Itocondrlas de la placenta

se observé unauestlvmulaclén enla sintesis de: pro at iena en presencia de K,
siendo esta estImUIaCien Inayer en preseneia de Ios; vd:ife‘rentes nucledtidos, lo cual
puede estar relaclonade een el aun1ento en la iaetisridad'jyee Ia ATP-difosfohidrolasa.‘
Esta enzima se encuentrainvolu’crada en‘ el proéeSO de sIntesis de progesterona'

favoreciendo el transporte de coIesteroI hacna la membrana interna mltocondrlal y Ia

cadena del cutocromo P4SOscc ya. que al lnhlbIrse Ia actIv:dad de la a :rasa no se
lleva a cabo la sIntesus de progesterona [67] :

AI lgual que en otros tejldos el transporte de cole terol hacua I mntocondria es

consnderado como el paso Ilmltante en Ia vIa y: sIendormediado por una proteIna

encargada‘ del transporte  de colesterol. A dnferenc:a de otros tejidos

44
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esteroidogénicos, la placenta no cuenta-con la protelna StAR que transporta al

colesterol| de los depésatos mtoplasmétlcos haC|a la, mltocondna de, Ias glandulas,:; e

suprarrenales [52]f pero cuenta con Ia presencua de una protelna denomlnada»

del trofoblasto o cuentan con depésltos de colesterol como ocu

ceIuIares este;‘és :captado de Ias LDL provenlentes de Ia cnrculaclén materna
proporcuonando de esta forma el sustrato para lavia esteroldogénlca [48]

Las mitocondnas;presentan una mayor capacidad de captar colesterol en
presencia de K* siend6 fa'vdr‘e'éyida la:incorporacién al adicionar un nucleétido en el
medio, mismo que al ser hidrolizado por la apirasa presente en las mitocondrias de la
placenta proporciona ‘la- energia: necesaria para llevar a cabo el transporte del
colesterol hacia la me'mbranvalnterna mitocondrial Si bien la cantidad de colesterol
que se |ncorpora cuando se encuentra ATP en.el-medio es mayor. el papel que tlene;

este nucledtido dentro del:proceso de sintesis de progesterona no ha sndo todavla

establecido, "~

Enla placent ‘humana no se conoce Ios dlversos estlmulo que podrian estar

favoreclendo el pro lo que ocurre-

: de slntesls de Ia progesteron R

en otros tejidos esteroudogémcos en Ios cuales se conocen los estlmu|os JSI bien en

cierto que adn no se conace el mecamsmo exacto mediante el cual el K pudlera

modular la sintesls de progesterona en Ias mltocondrias de Ia placenta humana los:

este catién podrla modlﬂcar la actividad ‘

datos obtenidos. permiten suponer. 99,
respiratoria, la actividad de la aplrasa.;asi cpmo facllltar la.captacion de colesterol, lo

que conlleva a una estimulacion en'la sintesls de progesterona. Esto nos sugiere que
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el K* al igual que el ATP tiene un papel revelante en el metabolismo esteroidogénico
de la placenta humana.
En la figura 14 se muestra los posnbles smos en Ios cuales podria estar

interactuando de manera bioquimica el K para modlﬂcar la: slntesls de progesterona

en las mitocondrias alsladas de la placenta humana.

El trabajar con Ias mltocondrlas alsladas rmite conocer de manera

realizar. ' experimentos = con células aisladas

conocimiento mas profundo de cdmo se regula Ia esteroldogénesis en Ia placenta. .
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CONCLUSIONES
- La actividad de hidrélisis de ATF’ por |la apirasa es mas sensible al K* que Ia;
hidrolisis de ADP, |
- Lacantidad de colesterol lncorporado es mayor en presencia de ATF’ que de
ADP, SIendo favoremdo el proceso por la presencia de K’ v

- La slntesls de progesterona se favorece en presencia de K* y por Iej hidrélisis

de nucleétidos preferentemente de ATP.

- En condlciones in vitro el K* modif ica la morofologla y‘»a actnvudad' mltocondrial

pudiendo de esta forma modular la sintesis de prqgestqro e,n Ias

mitocondrias de la placenta humana.
Perspectivas

La eshmulacuén delK* dela sfntesls de progesterona en la mltocondrlas
aisladas permite establecer el papel bioquimico que tlene este catién.dentro del
sistema pero falta por conocer la importancia fisiolégica del mismo, Por lo cual en un
futuro se pretende realizar estudios es células en cultivo que si bien alin estas né
representan al sistema in vivo permitira establecer cambios en la concentracion d’e K*

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

Es claro que el mecanismo por el cual el K* ejerce su efecto n ‘

sobre alguna de las enzimas especificas |nvolucradas en.el sistema esteroidogémco

por lo cual se estudiara a aste catlén como un posnbl ' /-lib O'rAde .

segundos mensajeros como son el Caz‘ y AMPc en la activacion de la sintesis de

progesterona.
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