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ABREVIATURAS

[Ca®*Im

[Ca*]c

Ic

o-KG

a-KGDH
NAD-ICDH
NADP-ICOH
NADH/NAD'
NADPH/NADP*
P450scc

StAR
HsD
EDTA
EGTA
Mops
BsSA
OTT
hce
CoA
PBS
ACTH
Kos

concentracién del calcio libre mitocondrial

concentracién del calcio libre citosélico

isocitrato

a-cetoglutarato

a-cetoglutaratoe deshidrogenasa (EC 1.2.4.2)

isocitrato deshidrogenasa dependieri?e de NAD® (EC 1.1.1.41)
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP® (EC 1.1.1.42)
dinucledtidos de nicotinamida adenina reducidos/oxidados
dinucledtidos fosfato de nicotinamida adenina reducidos/oxidados
citocromo P450scc (“side chain cleavage”, rompimiento de la cadena
lateral)

proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
A®-ene-3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa
tetra-acetato de etilendiamina

tetra-acetato de etilen-bis-oxonitrilo

dcido sulfénico 3-[N-morfolino] propano

albiimina sérica bovina

ditiotreitol

hormona gonadotrofina coridnica

coenzima A

solucién salina de fosfatos

hormona adrenocorticotréfica

concentracidn con la que se obtiene la mitad de la respuesta mdxima
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RESUMEN

Se estudié el efecto del Ca® sobre el metabolismo oxidative y la actividad
esteroidogénica de las mitocondrias de la placenta humana. Las concentraciones
submicromolares de Ca?* estimularon el consumo de O; con a-cetoglutarato e isocitrato
como sustratos oxidables y activaron a la a-cetoglutarato deshidrogenasa y a la NAD-
isocitrato deshidrogenasa al disminuir sus constantes de Michaelis-Menten. El Ca®
inhibié a la NADP-isocitrato deshidrogenasa y la sintesis de progesterona. La NADP-
ICDH tuvo una velocidad mdxima tres veces mayor y una Km tres veces menor que la
NAD-ICDH. El isocitrato, pero no el malato ni el a-cetoglutarato, favorecid la sintesis
de progesterona. La inhibicidn de la sintesis de progesterona por el Ca®* se observd con
isocitrato, pero no con malato ni con a-cetoglutarato. La regulacién del Ca®* sobre la
NADP-ICDH sugiere que esta enzima juega un papel importante en el metabolismo

mitocondrial de la placenta humana.




ABSTRACT

We investigated the effect of calcium on the oxidative metabolism and on the
steroidogenic activity of human term placental mitochondria. Submicromolar Ca®*
concentrations stimulated state-3 oxygen consumption with 2-oxoglutarate and
isocitrate, and activated the 2-oxoglutarate and the NAD-isocitrate dehydrogenases
by diminishing their Michaelis-Menten constants. Ca® inhibited NADP-isocitrate
dehydrogenase and the synthesis of progesterone. The NADP-ICDH maximal velocity
was three-fold higher than that of NAD-ICDH and had a three-fold lower Km for
isocitrate than NAD-ICDH. Isocitrate but not malate or 2-oxoglutarate supported
progesterone synthesis. Calcium-mediated inhibition of progesterone synthesis was
observed with isocitrate but not with malate or 2-oxoglutarate. Tight regulation of
NADP-isocitrate dehydrogenase by calcium ions suggests that this enzyme plays an

important role in placental mitochondrial metabolism.



INTRODUCCION

La sintesis de hormonas esteroides
La esteroidogénesis es el proceso por el cual se sintetizan hormonas esteroides a partir

del colesterol. Esto se lleva a cabo principalmente en las gldndulas suprarrenales,
gdnadas, placenta y cerebro. Las gldndulas suprarrenales producen los glucocorticoides
y los mineralocorticoides. Los glucocorticoides regulan el metabolismo de los
carbohidratos y las reacciones de estrés provocadas pbr eventos como la ansiedad o la
agresién y que se caracterizan por la liberacién de catecolaminas, cortisol y hormona
del crecimiento. Los mineralocorticoides controlan el balance salino y, por lo tanto, la
presidn arterial. En los humanos, las células de Leydig en los testiculos sintetizan los
andrdgenos, mientras que los ovarios sintetizan los estrdgenos, hormonas encargadas
de mantener los caracteres sexuales secundarios y la funcién reproductiva. La placenta

sintetiza la progesterona, hormona encargada de mantener el embarazo a mediados del

primer trimestre [1].

La esteroidogénesis en las gldndulas suprarrenales y en las génadas estd sujetaa
regulacién crénica y aguda, mientras que en el cerebro y la placenta esta sintesis estd
sujeta a regulacién crénica. La estimulacién crdénica de la esteroidogénesis es de horas
a dias y se da a nivel de la transcripcidén de genes y la proliferacidn de las células
esteroidogénicas. La regulacién aguda es de minutos y se da por la accién de las
hormonas tréficas sobre la movilizacidn y el flujo del colesterol hacia la mitocondria,

donde se inicia la esteroidogénesis.




Existe el consenso de que el paso limitante en la sintesis de las hormonas
esteroides en todos los tejidos esteroidogénicos es el transporte del colesterol, el cual
se realiza a través de los puntos de unidn entre las membranas mitocondriales [2,3].

El movimiento del colesterol de la membrana externa a la membrana interna
mitocondrial en las gldndulas suprarrenales y en las génadas es facilitado por la
protefna reguladora de la esteroidogénesis aguda, StAR, por sus siglas en inglés. En

contraste, la proteina StAR no se expresa en la placenta.

Los puntos de unién entre las membranas mitocondriales

Se ha propuesto que los puntos de unidn o sitios de confacto entre las membranas
mitocondriales son estructuras dindmicas con propdsitos fisiolégicos, como el hacer mds
eficiente la relacién entre el ATP sintetizado por la fosforilacién oxidativa y el trabajo
celular que depende de ATP, propiciar la apoptosis o favorecer el transporte del
colesterol en las células esteroidogénicas [4-6].

La formacién de los puntos de unidn depende del grado de acoplamiento
mitocondrial, es sensible al desacoplante dinitrofenol, es resistente al tratamiento con
el detergente digitonina, se favorece en el estado 3 de la respiracién (sintesis de ATP)
y responde al estimulo hormonal [4,6].

Se sugiere que los componentes proteicos de los puntos de unién, como la
hexocinasa (HK), la porina (VDAC, canal anidnico dependiente de voltaje) y el
translocador de nucledtidos de adenina (ANT) son los mismos que generan el poro de
transicién a la permeabilidad (MTP) en condiciones patoldgicas [6].

Se ha descrito que la unién del receptor periférico a benzodiacepinas (PBR) al

complejo VDAC/ANT ([7.,8) puede regular el transporte del colesterol desde la



membrana externa hacia la membrana interna mitocondrial de las células

esteroidogénicas y facilitar su transformacidn a pregnenolona.

La via esteroidogénica

En todos los tejidos esteroidogénicos el precursor a partir del cual se sintetizan las
hormonas esteroides es el colesterol. En las mitocondrias, el citocromo P450scc se
encarga del rompimiento de la cadena lateral del colesterol y da lugar a la pregnenolona
(P5). El poder reductor para la reaccién del cifocromo.P450$cc se aporta en forma de
NADPH mitocondrial a través de la enzima mdlica, la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NADP' (NADP-ICDH)y la transhidrogenasa (TH). El citocromo P450scc
estd acoplado a una cadena respiratoria que consta de una flavoproteina aceptora de
electrones denominada adrenedoxina reductasa (AR), una proteina transportadora de
electrones con centro fierroazufre, denominada adrenedoxina (adx) y el citocromo
. P450scc. La estequiometria de la reaccién de transformacién del colesterol a
pregnenolona; colesterol:NADPH:O, es 1:3:3. De manera particular, en las mitocondrias
de la placenta, la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa (HSD),

dependiente de NAD®, transforma la P5 en progesterona (P4) (Figura 1).
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Figura 1. Via esteroidogénica en las mitocondrias.

El colesterol proveniente de las LDL maternas, de las pozas citosdlicas o de la sintesis de nowo
es el sustrato del citocromo P450scc que se localiza en la membrana interna mitocondrial. El
rompimiento de la cadena lateral del colesterol por el P450scc requiere del transporte de
electrones provenientes del NADPH, a través de las adrenedoxinas. La 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa isomerasa (HSD) transforma a la pregnenclona en progesterona. La HSD se
localiza en el reticulo endopldsmico de las gldndulas suprarrenales y las gdnadas y en las

mitocondrias de la placenta.
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ANTECEDENTES

EL METABOLISMO ESTEROIDOGENICO EN LAS GLANDULAS SUPRARRENALES
La médula de las gldndulas suprarrenales sintetiza catecolaminas, como son la
noradrenalina, la adrenalina y la dopamina. La corteza de las gldndulas suprarrenales
estd dividida por tres tipos celulares que forman la zona glomerular, fascicular y
reticular. Las dos (ltimas sintetizan glucocorticoides (cortisol, desoxicorticosterona) y
andrégenos (dehidroepiandrosterona) y la primera sintetiza mineralocorticoides
(aldosterona). El metabolismo esteroidogénico de las zonas fascicular y reticular se
regula principalmente por la cascada de sefializacién del ACTH a través de! aumento en
los niveles citopldsmicos del AMPc. La estercidogénesis en la zona glomerulosa se regula
principalmente por la cascada de la angiotensina IT o el K' extracelular, a través del

aumento en los niveles del [Ca®]c.

Respuesta mediada por el AMPc en las gléndulas suprarrenales

En los tejidos de respuesta aguda, el colesterol se almacena en el citosol en forma de
ésteres de colesterol. La estimulacidn de las gléndulas suprarrenales por la ACTH
promueve que la proteina cinasa A (PKA) active a la hidrolasa que rompe los ésteres de
colesterol propiciando que el colesterol libre se movilice a la mitocondria [9,10]. El
aumento en la hidrélisis de los ésteres de colesterol va acompafiado con la disminucién
en la esterificacién y el incremento en la sintesis de novo, mediante la activacién de la
HMG-CoA reductasa [2] (Figura 2). Sin embargo, en la placenta el suministro continuo
del colesterol hacia la mitocondria es aportado por las LDL maternas, ya que tanto la
sintesis de novo como el almacenamiento del colesterol esterificado estdn disminuidos

en comparacidn con los tejidos sometidos a una regulacién aguda [1].



1 MP

P450scc

Figura 2. Via de sefializacién por AMPc en las gléndulas suprarrenales,

La estimulacidn de la esteroidogénesis aguda por la hormona ACTH se realiza a través de la
interaccién de esta hormona con su receptor (R). Las proteinas G (G) activan a la adenilato
ciclasa (AC) promoviendo la sintesis del AMPc, La cascada de fosforilacién involucra a laPKA y a
la proteina StAR. La PKA activa a la hidrolasa, que rompe los ésteres de colesterol (E-C),
promueve la transcripcién del ARNm de la StAR y fosforila a la proteina StAR. E| transporte
del colesterol libre (C) hacia el citocromo P450scc estd asociado con la proteina acarreadora
del colesterol, SCP; y se activa por la StAR. MP, membrana plasmdtica; MN, membrana nuclear;
ME, membrana externa mitocondrial; MI, membrana interna mitocondrial. Se representa al
citocromo P450scc asociado con los sitios de contacto o puntos de unién de ambas membranas

mitocondriales.




Aunque no estd aclarada la dindmica de la distribucién del colesterol entre la
membrana plasmdtica, las pozas citosdlicas y las membranas de los organelos, existen 3
posibles mecanismos: la difusién acuosa, el transporte mediado por vesiculas y la
participacién de acarreadores solubles [11,12].

El aumento en el transporte del colesterol hacia la mitocondria involucra a la
proteina acarreadora de esteroles, SCP: [13-15] y la proteina StAR, estimulando la
esteroidogénesis (Figura 2).

La proteina StAR es la responsable del incremento en el transporte del
colesterol a través de las membranas mitocondriales hacia el P450scc en las gldndulas
suprarrenales y en las génadas [1,12,16]. La evidencia directa proviene del estudio de la
hiperplasia adrenal congénita lipoide, CAH, una enfermedad caracterizada por gldndulas
suprarrenales grandes con altos niveles de ésteres de colesterol y acumulacién de
lipidos. La CAH es una condicién letal en la cual los recién nacidos prdcticamente no
sintetizan esteroides y presentan mutaciones en el gen que codifica a la StAR. El
aumento en los niveles del AMPc promueve la transcripcidn del ARNm de la proteina
StAR, el aumento en la concentracidn de la proteina e indirectamente la fosforilacién

de ésta, mecanismos que incrementan la esteroidogénesis [17].

Respuesta mediada por el Ca®' en las gléndulas suprarrenales
En las células de la glomerulosa de las gldndulas suprarrenales la esteroidogénesis
aguda se regula por la accién de la angiotensina IT y el K*, a través del aumento en el

[Ca®']c [18]. La zona fascicular también responde al mecanismo de sefializacién por Ca®

[19] (Figura 3).
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€l aumento en la [Ca®*)c que activa la respuesta mediada por la angiotensina II se
realiza por la entrada del Ca® extracelular, a través de los canales de Ca®* tipo T
sensibles a voltaje (VOC) [20,21], la liberacién del Ca®* del reticulo endopldsmico como
respuesta al IPs [22,23] y por la entrada capacitativa del Ca® extracelular, a través de
los canales CRAC (del inglés, calcium release-activated calcium channel) [24]. La
entrada del Ca®" a través de los canales CRAC aumenta la sintesis del AMPc promovida
por la ACTH en las células de la glomerulosa [24].

La estimulacién de la sintesis de aldosterona por K' involucra los canales
sensibles a voltaje tipo Ty L [20). La entrada de Ca** a través de los canales tipo L
provoca un aumento rdpido y transitorio (> 2 pM) en la [Ca®']c y es sensible al agonista
BayK8644, al antagonista nifedipina y al Ni** que es un bloqueador especifico para
canales tipo L. La entrada del Ca®* a través de los canales tipo T promueve un aumento
del [Ca*]c menor y sostenido y no presenta retroalimentacidn negativa por Cao?
[20,25,26). Se sugiere que el Ca® que entra a través de los canales tipo T alcanza
directamente a la mitocondria, por un mecanismo tipo “tunneling”, y estimula la sintesis
de aldosterona, mientras que la entrada de Ca®* a través de los canales tipo L llega a

inhibir la esteroidogénesis [20,25] (Figura 3).
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Figura 3. Via de sefalizacién por Ca®* en gléndulas suprarrenales.

La angiotensina II y el K* son los agonistas que estimulan la sintesis de mineralocorticoides en
la zona glomerulosa de las gldndulas suprarrenales. El aumento en los niveles citosélicos del Ca®
se da a través de los canales de voltaje tipo L y Ty la fosfolipasa C (PLC). El inositol trifosfato
(IPs) estimula la liberacién del Ca** del reticulo endopldsmico (RE). El aumento en el Ca®
citosdlico incrementa: a) la entrada del Ca® extracelular, a través de los canales CRAC (entrada
capacitativa); este Ca® activa a la adenilato ciclasa, aumentando los niveles del AMPc generado
a través del estimulo por ACTH, b) las concentraciones mitocondriales (M) de la proteina StAR
y del colesterol, c) aumenta los niveles de Ca® en la matriz mitocondrial, que estimulan la
actividad de la enzima mdlica y de las deshidrogenasas de la matriz mitocondrial dependientes
de NAD®, generando NADH. La transhidrogenasa (TH) interconvierte este NADH en NADPH.
Los eventos mencionados provocan la estimulacién en la sintesis de pregnenclona y aldosterona.
Mal, malato; Pir, piruvatoe; IC, isocitrato; a-KG, a-cetoglutarato.
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EL METABOLISMO ESTEROIDOGENICO EN LAS GONADAS

La hormona luteinizante (LH) es el principal agonista fisioldgico de la esteroidogénesis
de las células de Leydig (en testiculo) a través del receptor acoplado a proteinas G,
adenilato ciclasa, AMPc, PKA y StAR [16]. Sin embargo, el efecto del AMPc en la
esteroidogénesis depende de la presencia del Ca® extracelular [27,28]): el incremento
en la [Ca®Jc a través de los canales sensibles a voltaje estimula la salida de los iones €I
provocando un aumento en la sintesis de progesterona y en la concentracidn de StAR en
las mitocondrias de estas células [29,30]. El estimulo por hCG que también eleva la
[Ca®')c promueve la transcripcién de los ARNm de la proteina StAR y del factor de
transcripcidn que regula a ésta, el SF-1 [31,32). El aumento en ambos mensajeros
incrementa la sintesis de progesterona [29].

Otro agonista fisiolégico en este tipo celular es el ATP. La presencia de ATP en
el medio de incubacidn incrementa el [Ca®']c, que a su vez estimula la esteroidogénesis
[33].

Lo anterior indica que la esteroidogénesis de las células de Leydig puede
modularse por AMPc y/o Ca® como segundos mensajeros. Cabe sefialar que para la
accidn del AMPc se requiere de la presencia de Ca®*, mientras que el efecto de éste
sobre la esteroidogénesis no requiere de AMPc. Esto incluye otro mecanismo de

regulacién ademds del transporte del colesterol mediado por la proteina StAR en este

tipo celular.
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EL METABOLISMO ESTEROIDOGENICO EN LA PLACENTA

Durante el perfodo de gestacién, la concentracidn del calcio en la circulacién fetal es de
=~ 1.4 mM, mientras que en la circulacién materna de ~ 1.12 mM, como consecuencia del
transporte activo de las células del trofoblasto. Se espera que el movimiento masivo de
Ca® a través del trofoblasto afecte los procesos celulares, sin embargo esto no sucede
gracias a que las células placentarias presentan sistemas de amortiguamiento, como
proteinas que unen Ca®* [34,35] y organelos secuestradores. Esto le permite a las
células del trofoblasto mantener, en el estado basal, una concentracién citosélica de ~
50 nM de Ca*, que es similar a la de las células de higado, corazén y cerebro de rata
[36,37], indicando la eficiencia amortiguadora que tiene el trofoblasto a pesar de la
alta movilizacién del Ca®* y sugiriendo que el aumento en la concentracién de Ca®* libre
en el citosol activa los procesos celulares que responden a concentraciones

submicromolares y micromolares de Ca®.

Respuesta mediada por el AMPc en la placenta

El sistema de sefalizacién del AMPc se da principalmente a través de la adenilato
ciclasa acoplada a las proteinas G. Los receptores involucrados en este sistema son
varios, debido al gran nimero de agonistas que incrementan la sintesis de progesterona
en las células del trofoblasto, como son: hCG [38], estrégenos [39,40), interleucinas
[41], progesterona [40], benzodiacepinas [42] y la fusién celular para la formacién del
sinciciotrofoblasto [43). EI AMPc activa a las cinasas de proteinas, como la PKA que
activa a la hidrolasa de ésteres de colesterol [43]. Estas cinasas también interactdan

con los factores de transcripcidn que promueven el aumento en los niveles de ARNm de

18



los componentes de la cadena del P450scc [43,44], estimulando la produccidn de
progesterona [45].

La adicién de lipoprotefnas, como las LDL (lipoproteinas de baja densidad) [38] o
HDL (lipoproteinas de alta densidad) [46] incrementa la sintesis de progesterona en las
células del trofoblasto, sugiriendo que el contenido de colesterol en las membranas
mitocondriales limita la sintesis de progesterona. Algunos agonistas, como los
estrdgenos, ademds de activar la cascada de sefializacidn del AMPc, promueven la
incorporacién celular de las lipoproteinas al aumentar el nimero de receptores para LDL
[39,40] (Figura 4).

Se ha propuesto que el alto contenido de colesterol en la membrana externa
mitocondrial puede inducir la formacién de sitios de contacto [47]). En el caso de la
placenta humana, que tiene una alto contenido de colesterol, su movilizacién desde la
membrana externa hacia la membrana interna puede ser un mecanismo de regulacién
que favorezca la formacién de los sitios de contacto y la estimulacidn de la sintesis de
esteroides [48).

Como se menciond, la proteina StAR no se expresa en la placenta: sin embargo, el
transporte del colesterol en este tejido es un proceso mediado por proteinas, ya que
tanto la incorporacién del colesterol como la sintesis de pregnenolona son sensibles al
tratamiento con tripsina [49,50). En este sentido, se han hecho esfuerzos por
encontrar una proteina similar a la StAR. En la placenta y en otros tejidos se expresa la
protefna MLN64, que tiene gran similitud con la regidn carboxilo terminal de la StAR y

que podria ser el factor proteico que module la esteroidogénesis placentaria [51).
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Figura 4. Respuesta mediada por AMPc en la placenta.

La unién de los agonistas a sus respectivos receptores en la membrana plasmdtica de las células
del trofoblasto (MP) incrementa el AMPc a través de la adenilato ciclasa y las proteinas 6. El
AMPc activa a la proteina cinasa que promueve el incremento en la transcripcién de los
componentes de la cadena del P450scc. Aunque la proteina MLN64 se expresa en la placenta y
comparte similitud con la StAR, el efecto activador sobre la sintesis de progesterona no se ha
demostrado. El rectingulo de la membrana externa mitocondrial representa la caja negra que
hay sobre el transporte del colesterol y los factores que lo modulan. Las LDL maternas
suministran continuamente el colesterol a la membrana externa mitocondrial. Algunos agonistas,
como los estrégenos favorecen este suministro al incrementar el nimero de receptores para
LDL. MN, membrana nuclear; M, mitocondria.
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En las gldndulas suprarrenales el transporte del colesterol mediado por
proteinas, como la SCP;, se estimula en presencia de GTP [15), a través de la accién
activadora de éste sobre las proteinas 6 mitocondriales. En la placenta se identificé la
presencia de protelnas G [52] asociadas a la porina en los puntos de unidn de las
mitocondrias [53), lo cual favorece la evidencia de que el transporte del colesterol es

un proceso mediado por proteinas en las mitocondrias de la placenta.

Mecanismo de sefializacién del Ca?* en la placenta
La hormona paratiroide (PTH) y la hormona fetal tipo PTH (PTHrP) modulan el
transporte del Ca®* a través de la placenta, utilizando varias rutas transductoras en el
citosol del trofoblasto, como las de la fosfolipasa C y la adenilato ciclasa [54). La
interaccién de la PTHrP con su receptor estimula la salida de Ca* del lado basal
(circulacién fetal) del sinciciotrofoblasto, pero no del lado de las microvellosidades
(circulacién materna) [55]. La salida del Ca®* por el lado basal es contra su gradiente,
por lo que su naturaleza es de transporte activo [56] (Figura 5).

En las células osteobldsticas la cascada de sefializacién de la PKC por la accién de
la PTH incrementa el [Ca®]c al activar canales de calcio sensibles a voltaje (VOC) tipo L
[571y se propone que esto puede ocurrir en la placenta [54]. La activacién de la PKC con
el éster de forbol TPA incrementa la sintesis de progesterona en la placenta [58).

Otros agonistas como la oxitocina [59), la calcitonina [60] y el ATP [61,62]
incrementan el [Ca®*]c en las células del trofoblasto; sin embargo, no se ha relaciocnado

este incremento con la actividad esteroidogénica.
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Figura 5. Mecanismo de sefializacién del Ca®* en la placenta.

Se han descrito algunos agonistas que elevan la [Ca**]c del trofoblasto, mediante la interaccidn
con su receptor; sin embargo, no se vincula todavia este evento con la esteroidogénesis
placentaria. La hormona paratiroide activa la salida del calcio, hacia la circulacién fetal, a
través de la ATPasa localizada en la membrana basal del sinciciotrofoblasto (MPB). La placenta
presenta miltiples proteinas citosdlicas que unen calcio (CaBP), lo que amortigua la
concentracién libre de este catidn a niveles nanomolares. Se sefialan con flechas punteadas los
mecanismos que se dan en otros tipos celulares y que podrian existir en las células del
trofoblasto.
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EL PAPEL DEL Ca® EN LAS MITOCONDRIAS ESTEROIDOGENICAS

La elevacién en la concentracién del Ca? en el citosol (50 nM — 1-5 uM) es una de las
sefiales utilizadas por las células de précticamente todos los tejidos de mamifero para
incrementar la fosforilacién oxidativa a través de la activacién de las NAD’-
deshidrogenasas de la matriz mitocondrial sensibles a Ca®. El Ca®* activa a la piruvato
deshidrogenasa fosfatasa y disminuye la Km para los sustratos de la isocitrato y a-
cetoglutarato deshidrogenasas [36,37]. Las actividades de estas deshidrogenasas
también se modulan por ADP, ATP, H', NADH y NAD’, indicando una regulacién
intrinseca del ciclo de Krebs [63].

El aumento en la [Ca®]c en el midsculo cardiaco se da por la accidn de la
adrenalina a través de los receptores -adrenérgicos y en el higado, por la accién de las
hormonas que movilizan Ca*, como los agonistas a-adrenérgicos, la vasopresina y la
angiotensina II. El incremento en la [Ca®']c promueve un aumento en la [Ca*Im (70 nM
- 1-2 uM) a través de la entrada de este catién por el uniportador de Ca* sensible a
rojo de rutenio, magnesio y lantdnidos. Este uniportador tiene como funcién el reflejar
los cambios en la [Ca®']c hacia la {Ca®]m en la matriz mitocondrial [64]).

La activacién de las deshidrogenasas sensibles a Ca® incrementa la relacién
NADH/NAD’, lo que estimula el consumo de O mitocondrial. Este aumento en la
velocidad de la cadena respiratoria genera un mayor gradiente electroquimico de
protones y por tanto, incrementa la sintesis de ATP. La estimulacién del Ca® sobre las
deshidrogenasas del ciclo de Krebs es uno de los mecanismos de control de la
fosforilacién oxidativa [36,64).

Concebidas siempre como los organelos que generan la energfa en la célula, las

mitocondrias pueden presentar otras vias de importancia similar o adn mayor que la
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fosforilacién oxidativa. Este puede ser el caso de las mitocondrias de los tejidos
esteroidogénicos. Ademds de la maquinaria energética convencional, estas mitocondrias
tienen la maquinaria para sintetizar pregnenolona, esteroide precursor de las hormonas
esteroideas. En el caso de las mitocondrias de la placenta, esta pregnenolona se
transforma en progesterona, hormona fundamental para mantener el embarazo.

En las células de la glomerulosa de las gldndulas suprarrenales en las que se fijé
la [Ca®']c con ionomicina, el Ca? estimuld la sintesis de aldosterona. Esta estimulacién
fue sensible a rojo de rutenio, indicando que era el [Ca**]m el que provocaba el efecto
activador. Como la disponibilidad por NADPH y la actividad del citocromo P450scc no
fueron factores limitantes, se sugirié que el efecto del [Ca®]m era a nivel del
transporte del colesterol [26], especificamente el transporte mediado por la proteina
StAR [65]. En las mitocondrias de este tipo celular el aumento en el [Ca* ]c incrementd
la concentracién del colesterol en la membrana interna y en los puntos de unidn, asf
como la concentracidn de la proteina StAR. De igual forma, el [Ca®"]c indujo un mayor
contenido del P450scc y de la HSD en los sitios de contacto, favoreciendo la sintesis de
pregnenolona [66,67). En las mitocondrias de la zona glomerulosa y fascicular, el
citocromo P450scc y la HSD colocalizan en los sitios de contacto, es decir que estas
mitocondrias son capaces de convertir la pregnenolona en progesterona [68]. Este
aumento en la [Ca®*]c elevd la [Ca?*Jm estimulando la sintesis de aldosterona mediante la
activacién de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs dependientes de NAD* [69-71] y
de la enzima mdlica mitocondrial [71]. El NADH generado por las NAD*-deshidrogenasas
se transformdé en NADPH por accién de la transhidrogenasa, suministrando el sustrato
de la AR [26].

Entonces, en las células y mitocondrias aisladas de la zona glomerulosa de las
gldndulas suprarrenales el papel del Ca®* sobre la via esteroidogénica se da a nivel

citosdlico, por la movilizacidn del colesterol y de la proteina StAR hacia la membrana

24



externa mitocondrial y a nivel mitocondrial, por la activacién de la enzima mdlica que
genera directamente el NADPH para la adrenedoxina reductasa y por la activacién de
las deshidrogenasas, que generan el NADH que activa a la cadena respiratoria y
también se transforma en NADPH por la reaccién de la transhidrogenasa para la
sintesis de pregnenolona [70] (Figura 3).

Se desconoce el papel que tiene el Ca® en el metabolismo mitocondrial de la
placenta, en funciones tales como la fosforilacién oxidativa y la sintesis de
progesterona. No se ha caracterizado el efecto del Ca® sobre las NAD'-
deshidrogenasas para la formacién del NADH (activacién de la cadena respiratoria),
transformacién del NADH en NADPH (actividad de la transhidrogenasa) o generacién
directa del NADPH (enzima mdlica, NADP-ICDH) para la sintesis de progesterona.
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OBJETIVOS

Determinar el efecto del Ca®* sobre la respiracién mitocondrial en presencia de los

sustratos de las NAD*-deshidrogenasas en las mitocondrias de la placenta humana.
Evaluar el efecto del Ca® sobre estas deshidrogenasas.-

Determinar el papel del Ca®* en la sintesis de progesterona.

METODOS

Aislamiento de las mitocondrias de la placenta humana. Las mitocondrias se aislaron
como se describe en [72]: la placenta se procesé dentro de los primeros 30 minutos
después del parto. Se cortaron y lavaron los cotiledones con la solucién de sacarosa 250
mMy EDTA 1 mM a pH 7.3. El tejido se homogenizé en un Polytrén con dos pulsos de 45
s cada uno a 3,000 rpm. E! pH del homogenado se ajusté a 7.3 con Trizma base. El
homogenado se centrifugd a 1,250 x g durante 15 minutos, en una centrifuga Sorvall RC
5B. El sobrenadante se centrifugé a 4,000 x g durante 10 minutos. De esta
centrifugacién se obtuvo una fraccidn de mitocondrias pesadas, que fue eliminada. El

sobrenadante se centrifugé a 10,250 x g. El precipitado se resuspendié en 20 ml de la
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solucién de sacarosa-EDTA. La concentracion de proteina mitocondrial se determing

por el método de Lowry [73], utilizando BSA como estdndar.

Determinacion del consumo de oxigeno. La respiracién mitocondrial o consumo de
oxigeno se detectd por el método polarogrdfico, utilizando un electrodo tipo Clark, en
un medio saturado con aire, consistente en KCl 120 mM, Mops 50 mM, MgCl; 0.2 mM, Pi
2 mM, EGTA 5 mM, isocitrato 0.1 mM o a-cetoglutarato 0.5 mM como sustratos. Las
mitocondrias se incubaron a 34°C durante 7 minutos (estado 4 de la respiracién

mitocondrial). el estado 3 se obtuvo con la adicién de 200-500 nmol de ADP.

Mitocondrias permeabilizadas. Las mitocondrias se resuspendieron en el medio
modificado de [74]: KH:PO4 50 mM, ADP 2 mM, B-mercaptoetanol 1.5 mM, EDTA 1 mM,
MgClz 5 mM, MnClz 2 mM, 0.2% BSA, a una concentracién final de 5 mg/ml. Estas
mitocondrias se permeabilizaron con 0.3% del detergente Zwittergent 3-14 o se
sonicaron en un sonicador Soniprep por 4 pulsos de 10 microns de 60s cada uno. El 90%
de la actividad de las enzimas del ciclo de Krebs se detectd en el precipitado obtenido

al centrifugar a 10,250 x g durante 10 minutos.

Determinacién de las actividades enzimdticas. Las mitocondrias permeabilizadas (140
ul de 5 mg/ml) se incubaron a temperatura ambiente en 2.5 ml del medio modificade de
[75.76): KCI 120 mM, Mops 10 mM, DTT 1 mM, NAD® 2 mM, ADP 2 mM, rotenona 1 uM y
EGTA 5 mM. El a-cetoglutarato (a-KG)(+ CoA 0.25 mM) o el isocitrato (IC), asi como el
CaCl; se afiadieron como se indica en la seccién de Resultados. La actividad de la NADP-
ICDH se determind en el medio con KCl 120 mM, Mops 10 mM, EGTA 5 mM, DTT 1 mM,
rotenona 1 pyM, NADP' 2 mM y la concentracién de IC indicada en Resultados. Las
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actividades de la a-KGDH e TCDH se obtuvieron siguiendo la reduccién del NAD(P)' a
340 nm, en un espectrofotémetro de arreglo de diodos Hewlett Packard 8453. Los
pardmetros cinéticos se obtuvieron por regresién no lineal ajustada a la ecuacién de

Hill: v={Vm-x"/(k+x™)] + Vo, utilizando el programa de software Microcal Origin.

Amortiguadores de Ca/EGTA y Mg/EGTA. Las relaciones metal/quelante se utilizaron
para amortiguar las concentraciones libres extra mitocondriales de calcio y magnesio,
como se describe en [77]. Las concentraciones finales de EGTA 5 mM y EDTA 1 mM se
utilizaron en los medios de incubacién. El programa de cémputo “Chelator” se empled

para calcular las concentraciones libres de ambos cationes [78]).

Cuantificacién de la progesterona. Las mitocondrias (0.1mg/0.5ml) se incubaron
durante 3 minutos a 25°C en el medio KCI 120 mM, Mops 10 mM, EGTA 5 mM, Pi 2 mM,
BSA 0.2% y ADP 2 mM. Los sustratos a-KG, malato o IC asf como el CaClz se agregaron
como se indica en la seccién de Resultados. El complejo BSA-colesterol se prepard como
se describe en [79]. La reaccién se detuvo con 150 ul de metanol en un bafio frio. La
extraccién de la fase orgdnica se realizé con 5 ml de éter etilico agitados
vigorosamente durante 3 minutos, seguidos de una congelacién rdpida con N; liquido. La
fase orgdnica se llevé a sequedad para ser utilizada posteriormente. El dia del ensayo,
la fase orgdnica se resuspendié en 1 ml de PBS. El contenido de progesterona se
cuantificé con un kit comercial de radicinmunoensayo con '?°I-progesterona, fabricado

por Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, California.

Andlisis estadistico. Los datos representan la media + desviacién estdndar de al menos

3 placentas. Las diferencias significativas se obtuvieron con la prueba de T de Student

para muestras apareadas.
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RESULTADOS

Efecto del Ca®* sobre la respiracién mitocondrial

La Figura 6A muestra el efecto del Ca®* sobre el consumo de oxigeno en el estado 3 de
la respiracién en las mitocondrias incubadas con a-cetoglutarato 0.5 mM como sustrato
oxidable. La respiracién en ausencia del Ca* fue de 34.7 + 4.2 ngat O/min/mg. Con 560
nM de Ca® la respiracién aumentd hasta 50.6 + 9.6 ngat O/min/mg; es decir, un 48
10% de incremento sobre el control.

La respiracién con isocitrato 0.1 mM fue de 19.8 + 3.8 ngat O/min/mg (Figura
7A). Con 360 nM de Ca®* la respiracién obtuvo un mdximo de 41.5 + 12.3 ngat O/min/mg,
es decir, 108 + 34% de estimulacidn (Figura 7A).

El efecto del Co® sobre la respiracién mitocondrial puede deberse a la
estimulacién sobre uno o varios componentes de la fosforilacién oxidativa
(transportadores de sustratos, deshidrogenasas del ciclo de Krebs, cadena
respiratoria, sistema fosforilante) y no al desacoplamiento, ya que el estado 4 de la
respiracién no se estimuld en presencia de Ca®’.

La cinética de las enzimas asf como la sintesis de P4 presentaron diferencias en
cada preparaciéon ya que el modelo de la placenta humana implica variables
impredecibles como el estado nutricional de la madre, calidad de vida, enfermedades
inherentes, tipo de embarazo (normal, alto riesgo, preclampsia, eclampsia, etc). Por
ejemplo, la actividad de la NAD-ICDH en la Figura 78 presenté un nimero de Hill y una
Vmax mayores que la actividad de la enzima control de la Figura 7D. Las Figuras
muestran experimentos Gnicos, pero el andlisis numérico de las medias y desviaciones
involucré a todas las preparaciones para obtener ia representatividad del

comportamiento de la poblacidn.
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Figura 6. Efecto del Ca® sobre el metabolismo mitocondrial dependiente de o-
cetoglutarato. (A) Consumo de O: en el estado 3 en las mitocondrias intactas como
por ciento del control. Se muestra la media de 4 preparaciones. (B) Actividad de
la a-KGDH en mitocondrias permeabilizadas. (€C) Activacién del Ca®" sobre la a-
KGDH en mitocondrias permeabilizadas, o-K6 0.1 mM. (D) La activacién del Ca®*
disminuye la Km de la a-KGDH por a-K6; circulos, control;: cuadrados, Ca®* = 1.3
uM. Las Figuras B, € y D muestran experimentos representativos de una n = 3.
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Figura 7. Efecto del Ca®* sobre el metabolismo mitocondrial dependiente de
isocitrato. (A) Consumo de O: en el estado 3 en las mitocondrias intactas como por
ciento del control. Se muestra la media de 4 preparaciones. (B) Actividad de la
NAD-ICDH en mitocondrias permeabilizadas. (C) Activacién del Ca®* sobre la
NAD-ICDH en mitocondrias permeabilizadas, IC 0.1 mM. (D) La activacién del
Ca®* disminuye la Km de la NAD-ICDH por IC; circulos, control; cuadrados, Ca®* =
1.3 uM. Las Figuras B, C y D muestran experimentos representativos de una n =
3.
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Actividades de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y de la NAD-isocitrato

deshidrogenasa
Las Figuras 6B y 7B muestran respectivamente las actividades de ambas enzimas en las

mitocondrias que fueron permeabilizadas con el detergente Zwittergent 3-14. En
ambos casos las enzimas mostraron una cinética cooperativa al variar la concentracién
de los sustratos respectivos. La cooperatividad fue mayor para la NAD-ICDH. Los
pardmetros cinéticos se obtuvieron por andlisis de regresién no lineal, utilizando la
ecuacidn de Hill como modelo, Los pardmetros para la a-KGDH fueron: Vmax = 84 + 37
nmol NADH/min/mg, Km = 0.93 £ 0.47 mM y un coeficiente de Hill = 1.2 + 0.1. Cabe
sefialar que la Vmax puede estar subestimada ya que la actividad mdxima para la a-
KGDH de corazén de cerdo se obtuvo en presencia de pirofosfato de tiamina como
cofactor [80].

Los pardmetros cinéticos para la NAD-ICDH fueron: Vmax = 36 + 16 nmol

NADH/min/mg, Km = 0.68 + 0.3 mM y un coeficiente de Hill = 2.9 + 1.5.

El efecto del Ca®* sobre la a-KGDH y la NAD-ICDH
El efecto del Ca®* sobre el estado 3 de la respiracién mitocondrial correspondié con la
activacién de las enzimas a-KGDH Y NAD-ICDH en las mitocondrias permeabilizadas.
La actividad de la a-KGDH (a-KG 0.1 mM) se incrementd con concentraciones
submicromolares de Ca® (Figura 6C). El 50% de la estimulacidn mdxima se obtuvo con
0.2 + 0.1 uM de este catién. La Vmax aparente fue menor (35 + 17 nmol NADH/min/mg)
en presencia de Ca®* a concentraciones subsaturantes de a-KG que la Vmax obtenida
con concentraciones saturantes de sustrato (Figura 6B). Este efecto también se
observé en las mitocondrias de higado de rata [81], demostrando que a pesar de! efecto
estimulador del Ca® sobre las deshidrogenasas del ciclo de Krebs, la disponibilidad del

sustrato sigue siendo limitante para la activacién completa de la enzima.
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La Figura 6D muestra que el Ca?* disminuye la Km de la a-KGDH por su sustrato;
i.e. la Km para el a-cetoglutarato en la Figura 6D (circulos) es de 1.3 mM y disminuye en
presencia del Ca®* hasta 0.13 mM (cuadrados), sin alterar la Vmax.

El Ca®* estimuld a la NAD-ICDH (IC 0.1 mM) con una Kos = 0.95 + 0.1 uM (Figura
7C). La Vmax aparente obtenida con Ca®* fue de 30 + 17 nmol NADH/min/mg. El Ca®
disminuyd la Km de la NAD-ICDH por su sustrato; /e. la Km para isocitrato en la Figura
7D (circulos) fue de 0.37 mM y se redujo a 0.013 mM (cuadrados) en presencia del Ca®*,

sin que se alterara la Vmax, que fue de 27 + 10 en los controles vs. 23 + 9 con 1.3 yM de

Ca®.

La actividad de la NADP-isocitrato deshidrogenasa
La Figura 8A muestra la actividad de la NADP-ICDH en las mitocondrias

permeabilizadas con Zwittergent. Con el ajuste de los datos al modelo de la ecuacién de
Hill se obtuvo una Vmax = 99 + 17 nmol NADPH/min/mg, una Km para isocitrato de 0.26
+ 0.08 mM y un coeficiente de Hill de 1.62 + 0.2. La actividad de la NADP-ICDH en las
mitocondrias sonicadas mostré pardmetros cinéticos similares que en las

permeabilizadas con el detergente.
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La actividad de la NADP-ICDH fue 3 veces mayor y su Km 3 veces menor que la
actividad de la NAD-ICDH (Tabla 1). En comparacién con esta Gltima, la actividad de la
NADP-ICDH no depende de ADP. Estos resultados indican que la NADP-ICDH es mds
eficiente que la NAD-ICDH, lo cual sugiere que el metabolismo dependiente de
isocitrato en las mitocondrias de la placenta promueve las reacciones dependientes de

NADPH sobre las dependientes de NADH: es decir, la esteroidogénesis sobre la

actividad de la cadena respiratoria.

Km Vmax n
a-KGDH 0.93+£0.47 84 + 37 1.2+01
NAD-ICDH 0.68 +£0.3 36 16 29+15
NADP-TCDH 0.26 + 0.08 99 +17 1.6 +0.2

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de las tres enzimas estudiadas. Km en mM; Vmax
(nmoles NAD(P)H/min/mg): n, coeficiente de Hill.

El efecto del Ca®* sobre la actividad de la NADP-ICDH
En las mitocondrias permeabilizadas, el Ca®* 1 uM inhibié el 90% de la actividad de la
NADP-ICDH (Figura 8B y 9A). El ajuste por regresién no lineal del por ciento de
inhibicidn vs. [Ca®'] proporciond una Kos = 0.33 + 0.2 uM para Ca®* (Figura 8C).

La inhibicién por Ca** de la NADP-ICDH se observd también en presencia de
Mg®, ATP y/o ADP. Esta inhibicidn correspondié con la disminucién en la sintesis de

progesterona en presencia de Ca®, en la mitocondrias intactas (Tabla 5) y sonicadas

(Tabla 6) (ver adelante).
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Figura ©. Efecto del Ca®" sobre la NADP-ICDH en las mitocondrias sonicadas.
La actividad se determiné como se indica en “Métodos”, en presencia de IC 5 mM.
(A) Inhibicién de la NADP-ICDH por Ca®*. Se muestra un experimento de una n =
3. (B) Curso temporal en la produccién de NADPH por la NADP-ICDH en presencia
de Ca®'. Se muestra la media de 3 preparaciones. Ca® (uM): @, control: b, 0.1;
c,02:d 03, e, 04.f 05:g, 075y h, 1.
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Se ha reportado que el sustrato de la NADP-ICDH es el isocitrato con un metal
divalente [82], por tal motivo, se evalud el papel del Mg* y el Mn* en la actividad de la
NADP-ICDH. Tanto el Mg® como el Mn?* estimularon la actividad de la NADP-ICDH. La
Tabla 2 muestra los pardmetros cinéticos de los tres cationes. La curva de velocidad
contra la (sustrato] (Figura 8B) en presencia de Ca® fue dificil de ajustar a las
ecuaciones para obtener las constantes cinéticas, por lo que, sdlo se muestra la Vmax.
El Mg® provocd una cinética de cooperatividad negativa (n < 1). El Mg®* activé a la
enzima al disminuir la Kos por isocitrato, sin alterar la Vmax. El Mn® incrementd la
cooperatividad positiva, aumentando la Vmax sin afectar la Kos.

Cabe sefialar que los reportes en la literatura indican que el Ca®* no afecta la
actividad de esta enzima en las mitocondrias de los tejidos de mamiferos. Este es el

primer reporte del efecto inhibidor de! Ca®* sobre la NADP-ICDH,

Kos (mM) Vmax n
Control 0.26 + 0.08 99 + 17 1.62+0.2
Ca® 13+ 0.9
Mg* 0.075 91.3+13.2 | 0.49+0.22
Mn® 0.30 1456 + 4 2.6:0.3

Tabla 2. Efecto de los cationes divalentes sobre los pardmetros cinéticos de
la NADP-ICDH. n = 3 + D.S.
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El efecto del Ca®* en la sintesis de progesterona
El isocitrato y el citrato son los sustratos preferentes en la sintesis de progesterona

[83,84). En las mitocondrias intactas, la sintesis de P4 con isocitrato 10 mM fue 3
veces mayor que con a-cetoglutarato 10 mM (Tabla 3). La sintesis se determind para
ambos sustratos en condiciones de estado 3, es decir, las condiciones de sintesis de
ATP requeridas para que las reacciones de la transhidrogenasa se lleven a cabo. En las
mitocondrias permeabilizadas ambos sustratos tuvieron aproximadamente la misma
velocidad de formacién de nucledtidos de piridina reducidos durante los primeros 3

minutos de la reaccién (100 nmol/min/mg aproximadamente).

[sustrato] mM | o-cetoglutarato Isocitrato Isocitrato
nmol P4/min/mg
ADP 2 mM ‘
; #3.6% 25 3.7+16 4.9 +2.7
05 - 3.8+22 57+18 6.4+11
10 3.6+26 11.7 £ 6.7 17 £ 11.6

Tabla 3. Sintesis de progesterona en presencia de a-cetoglutarato e isocitrato en
las mitocondrias intactas. n = 4, por triplicado + D.S.

La sintesis de P4 dependié de la concentracién de isocitrato pero no de las

concentraciones de a-cetoglutarato o malato (Tabla 4).
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= Sintesis de progesterona

(nmol / min/ mg)

Isocitrato Malato a-cetoglutarato
10 mM 10mM 10 mM
Control 9.2+44 27+21 38+34
Ca® 1 pM 31109 33:23 27+19

Tabla 4. Efecto del Ca®* sobre la sintesis de progesterona en mitocondrias
intactas. El NADPH es generado por la accién de la NADP-ICDH (isocitrato),

enzima mdlica (malato) o transhidrogenasa (a-cetoglutarato).

Las Tablas 3 y 4 muestran que la disponibilidad por el isocitrato es un factor
limitante en la sintesis de P4; ya que la disminucién en su concentracién provoca una
reduccién en la sintesis de P4 (Tabla 3) y la sensibilidad por Ca® indica que es
susceptible a modularse al variar la [Ca?"] disminuyendo considerablemente la sintesis
de P4 (Tabla 4). En conjunto, estos resultados sugieren que la actividad de la
transhidrogenasa en la placenta humana es baja. De acuerdo con esta interpretacidn, se
ha descrito que la actividad de esta enzima es menor en la placenta en comparacién con
la NADP-ICDH (100 nmol NADPH/min/mg) y la enzima mdlica (1-6 nmol
NADPH/min/mg) [85].

El Ca® inhibid la sintesis de progesterona en las mitocondrias de la placenta
humana (Tablas 4-6). Esta inhibicidn se observd con isocitrato pero no con malato o a-
cetoglutarato, indicando que el efecto del Ca® sobre el flujo esteroidogénico se da a
nivel de la NADP-ICDH y descartando a la transhidrogenasa (flujo del a~cetoglutarato)
y a la enzima mdlica como posibles sitios de inhibicién.

La baja sintesis de P4 obtenida con malato o a-cetoglutarato es poco probable

que se deba a un efecto inhibidor del NADH sobre la HSD. Se ha reportado que en las
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mitocondrias de la placenta humana la HSD cataliza la reaccién mds rdpida en la cadena
de! P450scc, y que la baja concentracién de AR es el factor enzimdtico limitante en el
flujo [86].

En relacidn con el isocitrato, la inhibicién del NADH sobre la HSD también es
poco factible, ya que se observé la misma sintesis de P4 en presencia o ausencia de ADP
(activador de la NAD-ICDH) en la mitocondria intacta (Tabla 3). De hecho, en las
mitocondrias de la corteza suprarrenal, la 11B-hidroxilacidn de la desoxicorticosterona,
que es el paso subsecuente a la formacién de progesterona, se flevé a cabo
eficientemente al utilizar malato como sustrato [71]).

El 22-hidroxicolesterol (22-OHC) es un andlogo del colesterol que tiene acceso
directo al P450scc, evitando el paso limitante del transporte del colesterol. De hecho,
es uno de los intermediarios que se forman durante la reaccién del P450scc. La
inhibicién por Ca* en la via esteroidogénica de la placenta se observé también en
presencia del 22-hidroxicolesterol y del colesterol, afiadido en forma del complejo
albtimina-colesterol (BSA-C) (Tabla 5). Este resultado sugiere que el efecto del Ca®* en

la sintesis de P4 no es sobre el transporte del colesterol hacia el P450scc.

Sintesis de progesterona
(% de inhibicién con Ca®* 1 M)

Control 22-OH-colesterol Complejo BSA-colesterol
25 uM \ 40 pg
62 + 18 65 + 29 65 + 11

Tabla 5. Efecto del Ca®* en la sintesis de progesterona en mitocondrias intactas.
El 22-hidroxicolesterol y el complejo albdmina colesterol se afadieron en el medio
de incubacién en presencia de isocitrato 10 mM, Pi 2 mM, BSA 0.2%, ADP 2 mM,
EGTA 5 mM y CaCl; 4.2 mM (~ 1uM de Ca®* libre). n = 4, por cuadruplicado +
D.s.
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La presencia de ambos sustratos no incrementd la sintesis de P4, durante los
primeros 3 minutos de la reaccidn. Las sintesis de P4, en nmol/min/mg fueron: 8.8 + 4.4
(control), 8.4 £ 6 (22-OHC) y 8.3 + 7.7 (BSA-C).

Nuestros resultados coinciden con los de Tuckey er al, (1997) [87] que
reportaron que el contenido de colesterol en las membranas mitocondriales de la
placenta humana es saturante durante los primeros 10 minutos de la sintesis de
pregnenolona.

En las mitocondrias sonicadas el NADPH producido por la NADP-ICDH a los 10
minutos de incubacién (240 nmol NADPH/mg ~ 100 uM; Tabla 6) geners una sintesis de
=~ 50 nmol P4/mg. Contrariamente, la sintesis de progesterona en presencia de NADPH

2 mM fue 5 veces menor (=10 nmol P4/mg).

Sintesis de P4 en Sintesis de P4
NADP-ICDH | presencia de NADP' | en presencia de
2mMy IC5mM NADPH 2 mM
nmol/mg
Ca®* (uM) NADPH P4
o 240 + 69 57 + 29 8.61+5
0.1 206 + 76 20+ 6 8+4
0.5 90 + 11 12 +7 8.3+4
1.0 78 + 24 95 9.4+45

Tabla 6. Efecto del Ca®** en la produccién de NADPH y progesterona en las
mitocondrias sonicadas. Las mitocondrias se sonicaron con 4 pulsos de 60s cada
uno, a 12 microns de intensidad. Se muestra la cantidad de NADPH Y P4
producidos en 10 minutos, en presencia de 22-OH-colesterol 25 pM.(n=31D.S.).
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Este resultado sugiere la presencia de un mecanismo de canalizacién

("channelling”) entre la NADP-ICDH y la AR, que provoca que e! transporte de
electrones sea propicio. El Ca® inhibid tanto la produccién de NADPH como la sintesis

de P4 (Figura 9B y Tabla 6). Esta inhibicidn sélo se observa en las condiciones de
participacién de la NADP-ICDH, ya que al agregar el NADPH exdgeno no se observd el
efecto del Ca®* (Tabla 6). Lo anterior indica que la disminucidn de la sintesis de P4 por

el Ca®* se debe a la inhibicién de éste sobre la NADP-ICDH.
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DISCUSION

El efecto del Ca?* sobre las deshidrogenasas del ciclo de Krebs de la placenta

humana
La estimulacién hormonat o eléctrica de las células de la mayorfa de los tejidos de los

mamfferos eleva la concentracién del Ca® tanto en el citosol como en las mitocondrias.
En la mitocondria, el Ca® modula las actividades de las deshidrogenasas del ciclo de
Krebs, al activar a la fosfatasa del complejo piruvato deshidrogenasa y disminuir la Km
de los sustratos respectivos de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la NAD-isocitrato
deshidrogenasa [36,37,80]. La activacidn de estas enzimas aumenta la relacién
intramitocondrial de NADH/NAD®' y promueve el flujo electrénico de la cadena
respiratoria y por lo tanto, la sintesis de ATP. La modulacidn de estas enzimas por el
[Ca®Ic a través del [Ca®Im es uno de los mecanismos propuestos para el control de la
fosforilacién oxidativa.

Aunque las células de la placenta movilizan grandes cantidades de calcio, la
[Ca®*]c se mantiene en el orden nanomolar [61,62]. Esto implica que bajo un estimulo
fisioldgico es probable que la [Ca*]c aumente y module los procesos citosdlicos y
mitocondriales. En este trabajo, el Ca®* estimuld la respiracién (Figuras 6A y 7A) de las
mitocondrias aisladas y activé a la «a-cetoglutarato deshidrogenasa y a la NAD-
isocitrato deshidrogenasa en las mitocondrias permeabilizadas (Figuras 6C y 7C). El
Ca®* no estimulé la respiracién con succinato como sustrato oxidable [88], descartando
la participacidn de los componentes de la cadena respiratoria y el sistema fosforilante
como blancos del efecto del Ca®* en las mitocondrias de la placenta.

Las actividades de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la NAD-isocitrato

deshidrogenasa, asi como su respuesta al Ca®, fueron similares a las de otros tejidos
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de mamifero [36,37,80]. De hecho, la NAD-ICDH también fue menos sensible al Ca®,
requiriendo concentraciones micromolares de este catién para su mdxima activacién,
Por tanto, es posible que en las células del trofoblasto la activacidn mdxima de esta
enzima se observe en las mitocondrias que estdn préximas a los sitios de alta
concentracidn de Ca® [89,90], como en la vecindad del reticulo endopldsmico o de los
canales de Ca®* dependientes de voltaje de la membrana plasmdtica.

Estos resultados implican que, como en los otros tejidos, en la placenta uno de los
factores que regulan la respiracién mitocondrial es el Ca®* mediante la modulacién de las
NAD-deshidrogenasas. Esto también implica que estas enzimas son blanco de regulacién
por cofactores (Ca®*, Mg%", CoA, TPP) y relaciones ATP/ADP y NADH/NAD" [80,91).

En comparacidn con las mitocondrias de otros tejidos, las mitocondrias de la
placenta tienen un bajo contenido de nucleétidos y citocromos [92,93] y menor
actividad respiratoria [94,95, este estudio] que genera un potencial transmembranal
disminuido [96]). Ademds, poseen un mayor contenido de colesterol (~ 20 ug/mg) que las
mitocondrias de los tejidos no esteroidogénicos, como el higado (= 5 ug/mg) [97,98].
Con base en lo anterior, se sugiere que en las mitocondrias de la placenta se favorece la

sintesis de hormonas esteroides sobre la sintesis de ATP,

El efecto del Ca®* en la sintesis de progesterona de la placenta humana
El citrato e isocitrato son los sustratos preferentes para la sintesis de progesterona
en las mitocondrias aisladas de la placenta humana [83,84). Nuestros resultados
coinciden con lo anterior, ya que se observé la dependencia de la sintesis de P4 por el
isocitrato (Tablas 3 y 4).

La cadena respiratoria del citocromo P450scc requiere del poder reductor

mitocondrial en forma de NADPH. Este (iltimo se genera por la accién de tres sistemas:

44



la enzima mdlica, la transhidrogenasa y la NADP-isocitrato deshidrogenasa. Tanto la
sintesis de P4 (Tablas 3 y 4) como el efecto del Ca® sobre ésta (Tablas 4-6) dependié
de la presencia de isocitrato pero no de malato (enzima mdlica) o a-cetoglutarato
(transhidrogenasa), involucrando a la NADP-ICOH como la enzima responsable del
aporte del NADPH para la sintesis de P4. De hecho, sélo en la placenta humana el
contenido de la adrenedoxina reductasa (AR) limita al 16% la actividad del P450scc
[86]. Esto indica que los cambios pequefios en la concentracién del NADPH pueden
provocar cambios grandes en la actividad de AR y por tanto, en el flujo de la via (Figura
1). Este razonamiento puede explicar por qué con 0.1 M de Ca® se inhibié un 14% la
actividad de la enzima en las mitocondrias sonicadas, mientras que la sintesis de P4
cayé un 65% (Tabla 6). La explicacidn anterior supone que la Km de la AR por el NADPH
no es del orden micromolar sino milimolar. Las reportes que sugieren una Km en el orden
micromolar utilizaron a los componentes de la cadena del citocromo P450scc en
sistemas reconstituidos, donde la Km puede estar subestimada en relacién con el
sistema /n situ [99).

Como se menciond, el Ca®® inhibié la sintesis de progesterona en las mitocondrias
de la placenta humana (Tablas 4-6). Esta inhibicién correspondié con la inhibicién por
Ca®* de la NADP-ICDH en las mitocondrias permeabilizadas (Figuras 8B y 9). Nuestros
resultados coinciden con previos reportes del laboratorio (Gardufio e? al, 1992; Flores-
Herrera et al, 1995) [88,100] en los cuales se utilizaron concentraciones de Ca®
submicromolares y micromolares en las mitocondrias de la placenta humana.

En los tejidos esteroidogénicos, el paso limitante de la sintesis de hormonas
esteroides es el transporte del colesterol a través de las membranas mitocondriales.
Las proteinas acarreadoras del colesterol como la SCP; [13-15] y la StAR [1,12,16]
activan este transporte y estimulan la esteroidogénesis. En la placenta, el transporte

del colesterol depende de factores proteicos [50,51]: sin embargo, la concentracién del

45



colesterol en la membrana externa mitocondrial no es limitante durante los primeros 10
minutos de la reaccidn [87]. De hecho, el andlogo permeable del colesterol, el 22-
hidroxicolesterol o el colesterol afiadido como complejo alblmina-colesterol [49] no
estimularon la sintesis de P4 en nuestro sistema. El efecto inhibidor del Ca®* en la
sintesis de P4 también se observd con 22-hidroxicolesterol y albiimina-colesterol
(Tabla 5): esto indica que la inhibicidn por Ca®* no se da a nivel del transporte del
colesterol.

Existen pocos reportes en la literatura que indiquen un efecto inhibidor del Ca®
en la esteroidogénesis de las gldndulas suprarrenales y. las génadas [101]. De hecho, en
la placenta de bovino la modulacidn del Ca®* sobre la esteroidogénesis es andloga a la
modulacidn en la zona glomerulosa de las suprarrenales {102].

La esteroidogénesis en la placenta difiere de la esteroidogénesis suprarrenal y
gonadal. Los agonistas especificos, como la ACTH (suprarrenales) o LH (génadas) no se
han establecido en la placenta, donde el colesterol se obtiene principalmente a partir
de las LDL maternas. Mds atn, la placenta no expresa a la proteina StAR que activa la
esteroidogénesis aguda en esos tejidos.

El efecto de las concentraciones fisioldgicas del Ca®* sobre las deshidrogenasas
mitocondriales sugiere un papel del Ca?* en el metabolismo mitocondrial de la placenta:
la activacién de las NAD-deshidrogenasas del ciclo de Krebs que estimulan el consumo

de oxigeno y la disminucién de la sintesis de progesterona por la inhibicién de la NADP-

ICDH (Figura 10).
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Figura 10. El papel del Ca** sobre la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales y la sintesis de progesterona en la placenta humana.

El aumento en la [Ca® ]m estimula las actividades de la NAD-ICDH y «-KGDH generando
el NADH que estimula la cadena respiratoria mitocondrial. Al mismo tiempo, el [Ca®'Jm
disminuye la actividad de sintesis de P4 al inhibir a la NADP-ICDH que es la enzima que
aporta principalmente el NADPH a la adrenedoxina reductasa (AR) para la reaccidén del
citocromo P450scc. Se sefiala con flechas punteadas la baja participacién de la enzima
mdlica y transhidrogenasa en la generacién del NADPH mitocondrial.
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CONCLUSIONES

® La modulacién del Ca® sobre las deshidrogenasas mitocondriales sugiere que estas
mitocondrias no funcionan como reservorios de Ca®* sino como blanco de la accidn

hormonal a través del Ca? citosélico.

® Las concentraciones submicromolares de Ca®* en la matriz mitocondrial favorecen la
respiracién mediante la activacidn de las NAD-deshidrogenasas al tiempo que
restringen el flujo esteroidogénico al disminuir la disponibilidad del cofactor, en la
forma de NADPH, via la inhibicién de la NADP-ICDH. Entonces, es posible que la
movilizacién del Ca®* en el trofoblasto regule la produccién de progesterona a través de

la modulacién de la NADP-ICDH.

® Debido a que una de las funciones principales de las mitocondrias de la placenta
humana es la sintesis de progesterona, proponemos que el Ca® regula la
esteroidogénesis y la respiracién mitocondrial de manera opuesta, via la modulacién de

las deshidrogenasas del ciclo de Krebs.
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PERSPECTIVAS

1) La activacién por Ca®* del metabolismo oxidativo mitocondrial a través de las
NAD-deshidrogenasas es un evento generalizado en los tejidos de los mamiferos
[36,37], (Figuras 6 y 7). Sin embargo, es una perspectiva a considerar la
demostracién directa de que el efecto del Ca®* en la respiracién se debe a la
activacién de estas enzimas. El estudio de las actividades de las deshidrogenasas
en las mitocondrias intactas se puede realizar determinando, por fluorescencia,
la reduccidn de los nucledtidos de piridina a 460 nm.

2) La [Ca®')c del trofoblasto es de 50 nM [61,62). La interpretacidn fisioldgica del
efecto del Ca®* sugerida en este trabajo se basa en la suposicidn de que la
[Ca®*Im es similar a la citosélica. La presencia de un exceso de EGTA 5 mM en el
medio de incubacién fue necesaria para asegurar que la [Ca®'] estd en el orden
nanomolar. Sin embargo, se debe determinar experimentalmente esta
concentracién. Se pueden utilizar indicadores fluorescentes como el Fluo-3AM
cuya longitud de onda de excitacién es a 506 nm y la de emisién a 526 nm.

3) La purificacién y caracterizacidn cinética de la NADP-ICDH es pertinente, ya que
los resultados de este trabajo sugieren que esta enzima tiene un papel
preponderante en el metabolismo esteroidogénico de la placenta humana.

4) La falta de evidencia experimental del papel que tiene el Ca®* en el metabolismo
esteroidogénico de las células de la placenta es todo un reto. Encontrar a los
agonistas que incrementan la {Ca®']c y afectan la esteroidogénesis en las células
aisladas del trofoblasto abre toda una linea de investigacién en el estudio de la
regulacidn de la esteroidogénesis en la placenta humana.

5) En algunos tejidos la activacién del Ca® sobre las deshidrogenasas depende de la

presencia de Mg®’. Por ejemplo, en ausencia de Ca®*, la sintesis de pregnenolona
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en las mitocondrias de las suprarrenales se regula por Mg* y la transhidrogenasa
ocupa el lugar de la enzima mdlica en cuanto a formacién del NADPH para la
reaccidn del citocromo P450scc [71). En las mitocondrias de corazén de rata, la
activacién del Ca®* sobre la a-cetoglutarato deshidrogenasa se potencia con Mg
siempre y cuando se agregue un exceso de tiamina pirofosfato [80). En nuestro
estudio, la modulacidn de estos dos cationes sobre la NADP-ICDH fue
antagdnica, lo cual sugiere que el Mg® podria participar en el proceso
esteroidogénico, siempre y cuando se demuestre que existen cambios
significativos en la concentracién de Mg** dado un estimulo hormonal o eléctrico

en las células de la placenta, como se dan en otros tipos celulares [103,104),
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ABSTRACT

We investigated the effect of calcium on the oxidative metabolism and steroidogenic
activity of human term placental mitochondria. Submicromolar Ca?* concentrations
stimulated state-3 oxygen consumption with 2-oxoglutarate and isocitrate, and activated
the 2-oxoglutarate and the NAD-isocitrate dehydrogenases by diminishing their Michaelis-
Menten constants. Ca?* inhibited NADP-isocitrate dehydrogenase (NADP-ICDH) and the
synthesis of progesterone. The NADP-ICDH maximal velocity was three-fold higher than
that of NAD-ICDH and had a three-fold lower Km for isocitrate than NAD-ICDH. Isocitrate
but not malate or 2-oxoglutarate supported progesterone synthesis. Calcium inhibition of
progesterone synthesis was observed with isocitrate but not with malate or 2-oxoglutarate.
Tight regulation of NADP-isocitrate dehydrogenase by calcium ions suggests that this

enzyme plays an important role in placental mitochondrial metabolism.

Key words: mitochondria, steroidogenesis, placenta, respiration, NADP-isocitrate

dehydrogenase, calcium

INTRODUCTION

Hormonal and electrical stimulation of several cell types bring about changes in the
concentration of Ca®* in the cytosol and the mitochondrial matrix. [Ca?*Jm activates 2-
oxoglutarate dehydrogenase (2-OGDH) and stimulates ATP synthesis [1]. [Ca®]m also
stimulates NAD-isocitrate dehydrogenase (NAD-ICDH) and the phosphate-phosphatase of
the pyruvate dehydrogenase complex (for a review see: [2,3]). The activation of these
enzymes raises the mitochondrial NADH/NAD™ ratio and promotes respiratory chain flux
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and ATP synthesis [2,3]. The modulation of these enzymes by [Ca®*]c, via the [Ca*']m, is
one of the candidate mechanisms for the control of oxidative phosphorylation.

Steroidogenic tissues such as adrenals, gonads, brain, and placenta, transform
cholesterol into pregnenolone through the action of cytochrome P450scc, localized in the
inner mitochondrial membrane. P450scc requires oxygen and reduced pyridine nucleotide
in the form of NADPH to catalize the side-chain cleavage reaction. Malic enzyme,
transhydrogenase and NADP-ICDH generate the NADPH used by P450scc (Figure 1).

The rate-limiting step in steroidogenesis is the fransfer of cholesterol to the inner
mitochondrial membrane. Several research groups demonstrated that the steroidogenic
acute regulatory protein (StAR) mediates cholesterol translocation from the outer to the
inner mitochondrial membrane in adrenal cortex and gonads [4]. In both tissues, Ca®" is
involved in steroidogenesis [5-8] by stimulating the Ca-sensitive dehydrogenases in the
mitochondrial matrix [6,9], or by increasing StAR levels in the cytosol, which in turn
enhances cholesterol transport between the mitochondrial membranes [5]. Ca® also is
thought to promote contact site formation between inner and outer mitochondrial
membranes [10,11], favoring cholesterol transfer and thus stercidogenesis.

Human placenta does not express StAR protein [4]. It has been suggested that
cholesterol transfer in placental mitochondria is a protein-mediated process, probably
involving a novel porin-like protein [12]. In addition, a protein named MLN64 with StAR-like
features has also been implicated in the cholesterol transfer in placental mitochondria [13].
These results suggest that the rate-limiting step in placenta steroidogenesis is also the

translocation of cholesterol between the mitochondrial membranes.



The [Ca®]c in the unstimulated trophoblast cell is maintained around 50 nM; upon
hormonal stimulation [Ca®'Jc increases up to 2-5 uM [14,15]. In addition, the mitochondrial
calcium transport system shows a kinetic behavior similar to that found in other
mammalian tissues ([16], suggesting a possible role for calcium in mitochondrial
metabolism in placenta.

Placental mitochondria have low state-3 respiratory rates [17,18] and low
cytochrome and nucleotide contents [19,20], suggesting that ATP synthesis in these
mitochondria is low, but sufficient to sustain mitochondrial function. However, neither the
effect of Ca%* on progesterone synthesis in placental mitochondria nor the effect of this ion
on Krebs-cycle dehydrogenase activities has been described. Ca?* did not stimulate state-
3 respiration with succinate as the oxidable substrate in placenta mitochondria [21], but
succinate oxidation in the presence of rotenone does not involve NAD-dehydrogenase
activity.

Progesterone is produced in placental mitochondria from cholesterol through the
P450scc electron transport chain and 3p-hydroxysteroid dehydrogenase isomerase type |
(HSD), which converts pregnenolone into progesterone. Although progesterone synthesis
does not depend on Apn. [22], it does require membrane integrity [23]. There is a
consensus that the main mitochondrial substrates for placental progesterone synthesis in
in vitro studies are citrate and isocitrate [22].

The effect of Ca®* ions on steroidogenic mitochondria, through cholesterol transfer
or activation of Ca-sensitive dehydrogenases seems possible. The aim of our study was to

determine, in isolated placental mitochondria, the effect of Ca®* on the activity of pyridine



nucleotide dehydrogenases, oxygen consumption, and progesterone synthesis to gain

further understanding of placental mitochondrial metabolism.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Mops, B-mercaptoethanol, EDTA, EGTA, NAD®, NADP®, isocitrate and 2-
oxoglutarate were from Sigma. Zwittergent 3-14 was from Calbiochem. Other reagents
were analytical grade.

Isolation of human placental mitochondria. Human plaéenta mitochondria were prepared
essentially as described by Martinez et al. [24]. Briefly, human term placentas were
processed within 30 min after delivery. Cotyledons were separated and washed with ice-
cold 250 mM sucrose and 1 mM EDTA, adjusted to pH 7.3 with Tris-base. The tissue was
homogenized in an ice cold bath by two disintegrating pulses of 45 s each, in a Polytron
apparatus at 3,000 rom. pH was adjusted to 7.3 with Tris-base and centrifuged at 1, 250 x
g for 15 min at 4°C in a refrigerated Sorvall RC 5B centrifuge. The supernatant was
centrifuged at 4,000 x g for 10 min. Heavy mitochondria obtained by this centrifugation
were discarded. The supernatant was centrifuged at 10,250 x g for 12 min, The pellet was
suspended in 20 ml of sucrose-EDTA medium and centrifuged at 1,250 x g for 3 min to
remove erythrocyte contamination. Finally, the supernatant was centrifuged at 11,220 x g
for 12 min. The mitochondrial pellet was suspended in a small volume of sucrose-EDTA.
Protein concentration was determined by the method of Lowry using BSA as standard
[25].

Oxygen consumption. Oxygen consumption was detected polarographically using a Clark

type electrode In air-saturated medium containing KCI 120 mM, Mops 10 mM, MgCl; 0.2
s



mM, Pi 2 mM with isocitrate (IC) 0.1 mM or 2-oxoglutarate (2-OG) 0.5 mM as substrates,
EGTA 5 mM and CaCl; as indicated in Results section. Mitochondria (1 mg/ml) were
incubated at 34°C for 7 min (state 4); state-3 respiration was obtained by ADP addition
(200-500 nmol).

Permeabilized mitochondria. Mitochondria were sonicated or solubilized with 0.3%
Zwittergent 3-14 in a modified medium [26] containing KHzPO4 50 mM, ADP 2 mM, -
mercaptoethanol 1.5 mM, EDTA 1 mM, MgCi, 5§ mM, MnCl; 2 mM, 0.2% BSA and a final
protein concentration of 5 mg/ml. This preparation was centrifuged at 11,000 x g for 10
min. 90% of Krebs-cycle dehydrogenase activities were found in the pellet fraction,
demonstrating that sonication or solubilization treatment retains soluble enzymes within
the pellet fraction.

Enzyme Activities. Permeabilized mitochondria (140 pl) were incubated at room
temperature in 2.5 ml of modified medium [27,28) containing KCl 120 mM, Mops 10 mM,
DTT 1 mM, NAD* 2 mM, ADP 2 mM, rotenone 1 uM and EGTA § mM. 2-OG (plus CoA
0.25 mM) or IC and CaCl; were added as indicated in Results section. NADP-ICDH
activity was assayed in a medium containing KCl 120 mM, Mops 10 mM, DTT 1 mM,
NADP* 2 mM, rotenone 1 pM, EGTA 5 mM and IC. 2-OGDH or ICDH activities were
assayed as NAD(P)" reduction using a Hewlelt Packard 8453 diode array
spectrophotometer at 340 nm. Kinetic parameters were obtained by non-linear curve fitting
to the Hill equation: v=[Vme X"/(K+X")}+Vo, using the Microcal™ Origin™ software.
Ca/EGTA and Mg/EDTA buffers. Ca/EGTA and Mg/EDTA buffers were prepared to buffer
the extramitochondrial free calcium and magnesium concentrations as described in [29]. A

final EGTA concentration of 5 mM and EDTA 1 mM were used in the incubation media.
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The computer program “Chelator” was used to calculate free calcium and magnesium
concentration {30].

Measurement of progesterone. Intact mitochondria (0.1 mg / 500 pl) were incubated for 3
min at 25°C in KCI 120 mM, Mops 10 mM, EGTA 5 mM, Pi 2 mM, BSA 0.2%, ADP 2 mM,
2-0G, malic acid or IC and CaClz, as indicated in the Results section. BSA-cholesterol
complex was prepared as in [31]. The reaction was stopped with 150 ul of methanol in an
ice-cold bath. Extraction was carried on with diethyl ether § ml and vigorous vortexing
during 3 min, followed by freezing in liquid N2, The oréanic phase was dried and stored
until the day of the assay, when it was suspended in PBS. Progesterone was determined
by radioimmunoassay using '*®l-progesterone Kit (Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA. USA).

Statistical analysis. Data are expressed as mean + SD of at least three independent
experiments carried out with three different placental preparations. Significant differences

were detected by Student’s t test for paired samples.

RESULTS

Effect of calcium on state-3 oxygen consumption

Figure 2A shows the stimulation of state-3 oxygen consumption by extramitochondrial
calcium in the presence of 0.5 mM 2-OG as substrate. Placental mitochondria state-3
basal respiration was 34.7 + 4.2 ngat O/min/mg. At 560 nM free calcium, respiration was
increased to 50.6 + 9.6 ngat O/min/mg (48 + 10%). State-3 respiration with 0.1 mM IC was
19.8 + 3.8 ngat O/min/mg (Figure 3A). Maximal respiration (41.5 + 12.3 ngat O/mg/min)

was obtained at 360 nM free calcium (108 + 34%). The effect of calcium on state-3
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respiration was probably due to the stimulation of one or several components of the Krebs
cycle and/or the respiratory chain, but not by uncoupling, since state-4 oxygen
consumption was not affected (not shown).

2-OGDH and NAD-ICDH activity in placental mitochondria

Figures 2B and 3B show the 2-OGDH and NAD-ICDH activities, respectively, in
Zwittergent-permeabilized mitochondria. In both cases, the enzymes showed cooperative
kinetics when their respective substrates were varied, although the cooperativity was
higher for NAD-ICDH. The kinetic parameters were obtained by non-linear regression
analysis using the Hill equation. The results show that 2-OGDH has a Vmax of 84 + 37
nmol NADH/min/mg, a Km of 0.93 + 0.47 mM, and a Hill coefficient of 1.2 + 0.1. We have
to point out that Vmax may be underestimated, since it was reported that purified porcine
heart 2-OGDH achieved the maximal activity in the presence of thiamine pyrophosphate
[1]. The NAD-ICDH displayed a Vmax of 36 + 16 nmol NADH/min/mg, a Km for IC of 0.68
+ 0.3 mM, and a Hill coefficient of 2.9 % 1.5.

Effect of calcium on 2-OGDH and NAD-ICDH

Calcium stimulation of state-3 respiration correlated with the activation of Krebs-cycle
dehydrogenases. The 2-OGDH activity was stimulated at submicromolar concentrations of
Ca® (Figure 2C). Half maximal stimulation was achieved at 0.2 + 0.1 uM free calcium.
Despite the stimulation of dehydrogenase activity by Ca?' (Vmaxap = 35 £ 17 nmol
NADH/min/mg; Figure 2C), substrate avaiiability was rate-limiting for full activation of the
enzyme (Figure 2B). This effect was also observed in rat liver mitochondria [32). Figure

2D shows that calcium decreased the Km of the 2-OGDH for its substrate without altering

the Vmax.




Submicromolar calcium concentrations stimulated NAD-ICDH with a Kos = 0.95 +
0.1 uM and a Vmaxape = 21 + 3 nmol NADH/min/mg (Figure 3C). Figure 3D shows that
calcium decreased the Km of the NAD-ICDH for its substrate (i.e. 0.37—0.013 mM)
without altering the Vmax (27 + 10 in controls vs. 23 + 9 with 1.3 yM Ca®*; n=3 + SD).
NADP-ICDH activity
Figure 4A shows the NADP-ICDH activity in solubilized mitochondria. Curve fitting of the
data to the Hill equation gave a Vmax of 99 £ 17 nmol NADPH/min/mg, a Km for IC of
0.26 + 0.08 mM, and a Hill coefficient of 1.62 + 0.2. NADP-ICDH activity from sonicated
mitochondria showed similar kinetics as in solubilized mitochondria. The activity of NADP-
ICDH was 3-fold greater with a Km 3-fold lower than the activity of NAD-ICDH, and did not
require ADP. These results indicate that NADP-ICDH is more efficient than the NAD-
ICDH, suggesting that isocitrate-dependent metabolism in placental mitochondria
promotes NADPH-dependent reactions over NADH-consuming ones; i.e. steroidogenesis
over respiratory chain activity.
Effect of calcium on NADP-ICDH activity
1 uM Ca? inhibited 90% the activity of the NADP-ICDH in solubilized mitochondria (Figure
4B) and in sonicated mitochondria (Figure SA). This inhibition correlated with a decrease
in progesterone synthesis in the presence of calcium in intact mitochondria (see below).
Non-linear curve fitting of % inhibition vs. [Ca®’] gave a Ko.s = 0.33 £ 0.2 uM for Ca** (n=6)
(Figure 4C). The inhibition of NADP-ICDH by calcium was the same regardiess of the
presence of MgClz, ATP and/or ADP in the incubation medium.
Interestingly, Mg?' and Mn?' stimulated NADP-ICDH activity with a Kos = 75 uM, Hill

coefficient = 0.49 + 0.22 and Vmax = 91.3 £ 13.2 nmol NADPH/min/mg (n = 6), and Ko s =
9



300 uM, Hill coefficient = 2.6 + 0.3 and Vmax = 145.6 + 4 nmol NADPH/min/mg (n = 4),

respectively.
Effect of calcium on progesterone synthesis

It has been reported that isocitrate and citrate are better substrates than malate for
progesterone synthesis [22,33]. In agreement with these results, progesterone synthesis
supported by IC was three-fold higher than P4 synthesis in the presence of 2-OG (Table
1). Both substrates were used at saturating concentrations and in state-3 conditions, in
which ATP is being produced and transhydrogenase reactions can take place. Both
substrates produced almost the same amount of reduced pyridine nucleotides in
permeabilized mitochondria during the first three min of incubation. P4 synthesis strongly
depended on the isocitrate concentration but was independent of the concentrations of 2-
OG or malate. P4 synthesis with saturating concentrations of these substrates was 9.2 +
4.4 (IC), 2.7 + 2 (malate), 2.5 + 0.9 (2-OG) nmol P4/min/mg (n = 4, by triplicate). Table |
shows that substrate availability is rate-limiting for progesterone flux when it refers to
isocitrate, Taken together, these resuits suggest that the activity of the transhydrogenase
in placenta mitochondria is low. In agreement with this explanation, it has been reported
that the activity of the transhydrogenase in placenta mitochondria is low compared with
that of the NADP-ICDH (100 nmol/min/mg) and the malic enzyme (1-6 nmol/min/mg, (34]).

Ca? inhibited steroidogenesis in placental mitochondria (Tables 2 and 3). This
inhibition was observed with IC but not in the presence of malate or 2-OG, pointing out
that the effect of calcium on the steroidogenic flux targets NADP-ICDH and not the
transhydrogenase (2-OG flux) and the malic enzyme. Low rates of P4 synthesis with

malate or 2-OG due to NADH inhibition of HSD is unlikely since HSD has been reported to
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catalyze the fastest step in the placental P450scc flux, while adrenodoxin reductase
content seems to be the limiting step [35]. Low P4 synthesis due to NADH inhibition of
HSD is also unlikely when IC is the substrate, since the same synthesis was obtained with
or without ADP (an activator of NAD-ICDH) in intact mitochondria (Table 1). Furthermore,
in adrenal cortex mitochondria, 11p-hydroxylation of deoxycorticosterone, the step
subsequent to progesterone formation, is efficiently supported by malate [36).

The inhibition of placental steroidogenesis by Ca?' was still observed with the more
soluble sterol precursor 22-hydroxycholesterol, or with cholesterol added as BSA-
cholesterol complex (Table 2), suggesting that the target of Ca® in the inhibition of P4
synthesis was not the transport of cholesterol between the mitochondrial membranes.
There was no increment in P4 synthesis above the control value in the first three min of
the incubation with 22-hydroxycholesterol and BSA-cholesterol complex (8.8 + 4.4, 8.4 + 6
and 8.3 & 7.7, respectively). In placentai mitochondria, Tuckey et al. [37] found no
difference in pregnenolone synthesis between the control and the membrane-permeant
cholesterol sulphate in the first 10 min of incubation. They argued that mitochondrial
cholesterol content was saturating during the first 10 min of the reaction in isolated
mitochondria and during the first 3 hours of incubation in trophoblast cells.

NADPH produced by NADP-ICDH in the first 10 min (= 100 uM; Table 3, control
value: 215 nmol/mg), supported the synthesis of ~ 40 nmol P4/mg (Table 3). In contrast,
P4 synthesis was 4-fold lower in the presence of 2 mM NADPH (=10 nmol P4/mg). This
result suggests the presence of a channeling mechanism between NADP-ICDH and AR
that makes electron transfer more propitious. Ca?* inhibited both the production of NADPH

and P4 synthesis (Figure 5B and Table 3), with the following correlation ratios,
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respectively (in % of inhibition): Ca® 0.1 uM, 18/50; Ca®* 0.5 uM, 61/60 and Ca®* 1 uM,

70/68.

DISCUSSION

Several kinetic parameters and the Ky 5 values for the effect of extramitochondrial Ca®* on
the Krebs cycle dehydrogenase activities measured in the present study were similar to
those reported for other mammalian tissues [38); indeed, NAD-ICDH was also less
sensitive to calcium ions, requiring micromolar concentrations for maximal stimulation in
placental mitochondria. Therefore, it is possible that in trophoblast cells the maximal
activity of the NAD-ICDH can be achieved when mitochondria are exposed to high
concentrations of calcium in very specific domains [39,40], like the vicinity of either the
endoplasmic reticulum or the voltage-dependent channels in plasma membrane.

Oxygen consumption in state 3 conditions, either with IC or 2-OG, was low
compared with that observed in the ATP-demanding mammalian tissues like heart, brain
or liver. The effect of calcium on steady-state fluxes, like respiration, describes a biphasic
behavior: first, an acute activation at very low Ca®’ levels, followed by inhibition at higher
concentrations of calcium. This pattern was also observed by Moreno-Sanchez [41] in rat
liver mitochondria.

Ca?' concentration above 0.5 puM diminished state-3 stimulation (Figures 2A and
3A) probably due to Ca®" inhibition of some components of the respiratory chain or/and
phosphorylating system. The same effect was found in rat liver mitochondria where
extramitochondrial Ca®* below 0.8 uM stimulated succinate-supported state-3 oxygen

consumption and ATP synthesis. Higher calcium concentrations caused diminution of both
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fluxes, while Apy*, measured as AY, was not affected, dismissing a possible uncoupling
effect by calcium (unpublished data). Kos values for the effect of Ca®" on respiratory
activities were smaller than the Ky s values for its effect on the dehydrogenases, but it is
worth mentioning that state-3 oxygen consumption in intact well-coupled mitochondria
comprises several enzymes.

Steroid hormone synthesis requires NADPH as an electron donor for the
mitochondrial cytochrome P450scc system. Three enzyme systems, matrix mitochondrial
malic enzyme, NADH/NADPH transhydrogenase and NADP-ICDH may generate the
NADPH used in the transformation of cholesterol into pregnenolone by cytochrome
P450scc [42). In adrenal mitochondria it was found that malic enzyme was activated by
calcium ions [36] while in adrenal cells, aldosterone production was associated with an
elevation of both the [Ca®']c and the concentration of reduced pyridine nucleotide [9].
While Yamazaki et al. [43] found an inhibitory effect of CaZ* (0.4 — 4 uM) on the
cholesterol availability to P450scc in rat adrenal mitochondria, Cherradi et al. [5,6]
reported that Ca®* promotes StAR action in adrenal tissue.

The activation of matrix-dehydrogenases in placental mitochondria by physiological
concentrations of Ca?* suggests a possible role for Ca®* in placental metabolism: an
activation in Krebs cycle NADH-dehydrogenases (Figures 2C and 3C) will result in a
larger oxygen consumption (Figures 2A and 3A), while lower NADP-ICDH activity will
decrease progesterone synthesis. Indeed, Table 1 shows that progesterone synthesis
strongly depends on NADPH availability, which in tum is related to the NADP-ICDH
activity, since the limitation of this enzyme (from IC 10 mM to 0.1 mM or from IC 10 mM

without Ca?* to IC 10 mM plus Ca®') greatly diminished the synthesis of progesterone.
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Ca?* did not inhibit P4 synthesis in the presence of added NADPH (Table 3), implicating
that Ca?" effect on P4 synthesis involves NADP-ICDH activity. Although high rates and
production of NADPH by NADP-ICDH are still maintained with 0.1 uM Ca®, P4 synthesis
is already inhibited by 50% (Figure 5 and Table 3). Correlation ratios of % of inhibition
between NADPH production and P4 synthesis (see Results and Table 3) for higher
calcium concentrations indicate that P4 synthesis diminution is due to calcium inhibition of
NADP-ICDH activity. Correlation ratio for Ca®' 0.1 uM (NADP-ICDH inhibition 20% vs. P4
synthesis inhibition 50%: Table 3) may indicate that, aithough catalytic activity of NADP-
ICDH is hardly affected, electron flux to AR may be compromised. Calcium is thought to
promote electron diversion from AR to oxygen [43,44], favoring free radical production
while diminishing cholesterol hydroxylation. Indeed, P450 systems are source of oxygen
radicals, mainly superoxide anion, in steroidogenic cells [45] .

Placental steroidogenesis differs from adrenal and gonadal steroidogenesis.
Specific agonists, like ACTH (for adrenal tissue) or LH (for gonads) have not been
established for placental steroidogenesis, where cholesterol is obtained mainly from
maternal LDL (for a review, see: [46]). Moreover, the placenta does not express the StAR
protein that stimulates steroidogenesis in adrenal tissue.

The human placenta produces ~ 300 mg P4/day [47] and mobilizes large amounts
of calcium from the mother to the fetus against a concentration gradient. However, in the
cytosol of the trophablast cell, free calcium concentrations are under 100 nM and respond
to hormonal stimulation. The kinetic behavior of mitochondrial calcium uniport and
calcium-sensitive dehydrogenases (this study) suggest that mitochondria do not function

as calcium reservoirs but as targets of agonist action through [Caz‘]c. Submicromolar Ca®*
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concentration in the mitochondrial matrix favors respiratory activity through NAD-
dehydrogenase activation while it restrains steroidogenic flux by decreasing the co-factor
availability, in the form of NADPH, via NADP-ICDH inhibition. Thus, it seems possible that
Ca® mobilization across the trophoblast may regulate progesterone production through
NADP-ICDH modaulation.

Since one of the main functions of placental mitochondria is the synthesis of
progesterone, we propose that Ca®* regulates progesterone synthesis and mitochondrial
respiration in an opposite manner, via the modulation of at least two NAD-dependent

enzymes and the NADP-isocitrate dehydrogenase.
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Abbreviations used: [Ca®']m, free mitochondrial calcium; [Ca®*]c, free cytosolic calcium; 2-
OGDH, 2-oxoglutarate dehydrogenase (EC 1.24.2); NAD-ICDH, Isocitrate
dehydrogenase NAD'-dependent (EC 1.1.1.41), NADP-ICDH, Isocitrate dehydrogenase
NADP’-dependent (EC 1.1.1.42); NAD'/NADH, oxidized and reduced nicotinamide-
adenine dinucleotide; NADP'/NADPH, oxidized and reduced nicotinamide-adenine
dinucleotide phosphate; P450scc, Cylochrome P450 side chain cleavage; StAR,
steroidogenic acute regulatory protein; HSD, As-ene-SB-hydroxysteroid dehydrogenase-
isomerase; Aun., proton electrochemical gradient; Ay, membranal potential; EDTA,
ethylenediaminetetra-acetate; EGTA, [ethylenebis(oxonitrilo))tetra-acetate; Mops, 3-[N-
Morpholino]propane-sulfonic acid; BSA, bovine serum albumin; DTT, dithiothreitol; CoA,
Coenzyme A; PBS, phosphate buffer saline; ACTH, adrenocorticotrophic hormone; LH,
luteinizing hormone; LDL, low density lipoprotein; Kos, concentration giving half-maximal

response.

FIGURE LEGENDS
Fig. 1. Steroidogenic pathway in placental mitochondria. Cholesterol supplied by

maternal LDL is cleavaged by cytochrome P450scc localized in inner membrane.
Transhydrogenase reaction, matrix mitochondrial malic enzyme and NADP-isocitrate
dehydrogenase provide the NADPH required by adrenodoxin reductase reaction (AR).

3p-hydroxysteroid dehydrogenase isomerase (HSD) localized in placental mitochondria

transforms pregnenolone in progesterone.




Fig. 2. Effect of Ca®* on 2-oxoglutarate-dependent mitochondrial metabolism. (A)
Slate-3 oxygen consumption in intact mitochondria as percent of control. It is shown
average media of four preparations; a, p<0.05 and b, p<0.025). (B) 2-OGDH activity in
zwittergent-permeabilized mitochondria. (C) Ca?* activation of 2-OGDH in permeabilized
mitochondria. (D) Ca®* activation of 2-OGDH decreases the Km of the enzyme for 2-0G,

Circles = control; squares = Ca®' = 1.3 uM. Panels B, C and D show representative

experiments of n = 3.

Fig. 3. Effect of Ca®* on NAD'-isocitrate-dependent mitochondrial metabolism. (A)
State-3 oxygen consumption in intact mitochondria as percent of control. It is shown
average media of four preparations; a, p<0.025). (B) NAD-ICDH activity in Zwittergent-
permeabilized mitochondria. (C) Ca® activation of NAD-ICDH in permeabilized-
mitochondria. (D) Ca?* activation of NAD-ICDH decreases the Km of the enzyme for IC.

Circles = control; squares = Ca?' ~ 1.3 pM. Panels B, C and D show representative

experiments of n = 3.

Fig. 4. Effect of Ca® on NADP-isocitrate dehydrogenase in permeabilized
mitochondria. (A) NADP-ICDH activity in zwittergent-permeabilized mitochondria; it is
shown one representative experiment of six. (B) Ca?" inhibition of NADP-ICDH activity;
circles = control (IC 10 mM); squares = IC 10 mM + Ca®' 1 uM (n = 6; mean * SD); a,
p<0.01; b, p<0.025 and c, p<0.025. (C) Ca® inhibition of NADP-ICDH as percent of

control, Kos = 0.33 pM (n = 6; mean + SD). NADP-ICDH activity (in C) was assayed as
20



described in “Materials and Methods" plus MgCl, 1 mM, ATP 0.75 mM, ADP 0.75 mM and

oligomycin 1 pg/mi.

Fig. 5. Effect of Ca* on NADP-isocitrate dehydrogenase in sonicated mitochondria.
(A) Ca® inhibition of NADP-ICDH activity; it is shown one representative experiment of
three. (B) Time-course of NADPH production by NADP-ICDH in the presence of Ca®', it is
shown average media of three preparations. NADP-ICDH was assayed as described in

“Materials and Methods” plus isocitrate 5 mM. Ca®* (uM): a, control; b, 0.1; ¢, 0.2; d, 0.3;

e, 04,f,0.5;g,0.75; h, 1.

TABLE 1

Progesterone synthesis in placental mitochondria supported by 2-oxoglutarate or
isocitrate. The incubation conditions are described in “Materials and Methods", The data

represent the average of four different experiments done by triplicate.

TABLE 2
Effect of Ca®* on progesterone synthesis. 22-hydroxycholesterol and BSA-cholesterol

were added to the incubation medium in the presence of isocitrate 10 mM and CaCl24.2

mM (that yielded = 1 pM free calcium), n = 4 by quadruplicate.
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TABLE 3

Ca?" inhibition on progesterone synthesis. The effect of calcium on the production of
NADPH and progesterone in sonicated mitochondria. Mitochondria were sonicated, on
ice, in 60-s x 4 bursts. It is shown the amount of NADPH and P4 produced in 10 minutes,
in the presence of 22-hydroxycholesterol 25 uM. NADPH production by NADP-ICDH is the

average of two placentas done by triplicate and their respective P4 synthesis.
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Table 1

Table 2 3

[Substrate] mM 2-oxoglutarate isocitrate r Isocitrate
nmol P4/min/mg
ADP 2 mM

0.1 36+25 3.7 * 1.6 49427

- 0.5 38+2.2 57+1.8 6.4 + 1.1
10 . 36+26 11.7 £.6.7 170+ 116

Progesterone synthesis
: (% Inhibition with Ca®* 1 uM)
Control 22-OH-cholesterol BSA-cholesterol
25 uM complex 40 ug
62+ 18 65+ 29 65+ 11
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