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CARACTERIZACION DE LOS SITIOS DE CONTACTO EN MITOCONDRIAS
DE LA PLACENTA HUMANA Y SU PAPEL EN LA SINTESIS DE
PROGESTERONA

RESUMEN

Los sitios de contacto entre las membranas mitocondriales desempefan un papel
importante en el metabolismo celular. Se ha demostrado que en los tejidos esteroidogénicos se
forma un tipo especial de sitio de contacto, a traves del cual se lleva a cabo el transporte del
colesterol hasta el citocromo P450scc, donde se transforma en pregnenolona. Sin embargo,
para la placenta humana no se conoce como estan formados los puntos de unién ni las
proteinas involucradas. En este trabajo se aislaron y caracterizaron los sitios de contacto de las
mitocondrias de la placenta humana a término. El tratamiento de las mitocondrias con un
choque osmoético permitio obtener la separacién de las membranas mitocondriales y la
separacion de éstas en varias fracciones. Cada fraccion contiene diferentes proporciones de
proteinas y enzimas marcadoras de las membranas mitocondriales. En especial, las fracciones
que mostraron el mayor contenido de P450scc, porina, ATP-difosfohidrolasa y colesterol
presentaron un aumento en la sintesis de progesterona. Estos datos indican que los puntos de
contacto contienen todos los elementos y enzimas necesarias para la esteroidogénesis,
incluyendo a la NADP-isocitrato deshidrogenasa. La adicién de la proteina MLN64-START
recombinante, la cual contiene el dominio START asociado al transporte de colesterol, estimuld
la sintesis de progesterona en los sitios de contacto provenientes de la membrana externa
mitocondrial, pero no en aquellos provenientes de la membrana interna. En este sentido, se

propone un posible papel para la proteina MLN64 en la esteroidogénesis placentaria.



ABSTRACT

Contact sites between mitochondrial membranes play a very important role in the cell
metabolism. It had been accepted that in steroidogenic tissues, a special contact site is formed
through which cholesterol is transported to the cytochrome P450 side chain cleavage to be
transformed into pregnenolone. However, in the human placenta there is not information how
these contact sites are formed and what proteins are involved. In this paper, we isolated and
characterized the mitochondrial contact sites from the human placenta. By using an osmotic
shock treatment of placental mitochondria, several fractions containing contact sites were
isolated derived from inner and outer mitochondrial membranes. The fractions contained various
proteins and marker enzymes associated to mitochondrial membranes. Interestingly, those
containing the highest content of cytochrome P450scc, porine, cholesterol concentration, and
ATP-diphosphohydrolase activity showed the capacity to synthesized progesterone, indicating
that all necessary elements and enzymes for steroidogenesis are present and functional in these
contact sites, including the NADP-isocitrate dehydrogenase. The addition of the START domain
from the MLN64 protein to contact sites from outer membrane increased the P4 synthesis, but
failed to increase the progesterone synthesis in contact sites from the inner mitochondrial

membrane. A possible role of MLN64 in the placental steroidogenesis is discussed.



INTRODUCCION

Sintesis de Hormonas Esteroides

La esteroidogénesis es el proceso que usa al colesterol como sustrato para sintetizar las
hormonas esteroides, como los glucocorticoides, mineralocorticoides, progestagenos,
estrogenos y andrégenos. Este proceso se lleva a cabo en las glandulas suprarrenales,
gonadas, placenta y cerebro. La velocidad de sintesis de esteroides en los diferentes tejidos
esta controlada por diversas hormonas peptidicas, como la hormona adenocorticotropica
(ACTH), la cual aumenta la sintesis de los glucocorticoides que regulan el metabolismo de los
carbohidratos y las reacciones de estrés provocadas por eventos como la ansiedad y la
agresion, que se caracterizan por la liberacién de catecolaminas, cortisol y hormona del
crecimiento. Los mineralocorticoides regulan el balance salino y, por lo tanto, la presion arterial;
la angiotensina Il y el potasio aumentan su sintesis en la glomerulosa de las glandulas
suprarrenales (Ome-Johnson 1990). La gonadotropina coriénica (GC) o la hormona luteinizante (LH)
estimulan la sintesis de progesterona en las células del cuerpo Iiteo (Niswender 2002), y la LH
incrementa la sintesis de testosterona en las células de Leydig (Cooke y cols. 1992).

En los testiculos, las células de Leydig sintetizan los andrégenos, mientras que en los
ovarios se sintetizan los estrégenos, hormonas que se encargan de los caracteres sexuales
secundarios y la funcién reproductiva. En la placenta se sintetiza la progesterona, hormona
encargada de mantener el embarazo a mediados del primer trimestre (Strauss y cols. 2000)

La esteroidogénesis en las glandulas suprarrenales y en las génadas esta sujeta a una
regulacion aguda, mientras que en el cerebro y la placenta tiene una regulacion crénica, la cua
puede tener una duracién de horas o dias y se da a nivel de la transcripcion de genes y la
proliferacion de las células esteroidogénicas. La regulacion aguda es de minutos y se da por la
accion de las hormonas tréficas sobre la movilizacion y el flujo del colesterol hacia la
mitocondria, donde se inicia la esteroidogénesis (Figura 1)

Se ha sugerido que uno de los pasos limitantes en la sintesis de hormonas esteroides es
el transporte de colesterol del citoplasma a las mitocondrias (Brownie y cols. 1972, Simpson y cols. 1979,

Crivello y Jefcoate. 1980, Privalle y cols. 1983, Hanukoglu y cols. 1986, Jefcoate y cols. 1987).
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Figura 1. Modelo propuesto para el transporte de colesterol en las mitocondrias de los tejidos
esteroidogénicos. La proteina StAR une colesterol en e! citoplasma (1) para llevarlo hacia la mitocondria
(2), la proteina StAR transfiere colesterol a la membrana o al PBR (3) donde se transporta hacia la
membrana interna mitocondrial. La endozepina cambia la conformacién del PBR permitiendo el
transporte de colesterol (4), o facilitando la interacciéon de la proteina StAR con el PBR para su transporte
(3) (Tomado de Niswender, 2002).

La via esteroidogénica

En todos los tejidos esteroidogénicos el precursor a partir del cual se sintetizan las
hormonas esteroides es el colesterol.

El estudio del metabolismo esteroidogénico involucra uno de los fenémenos biologicos
mas importantes: la conversion del colesterol en pregnenolona, lo cual incluye, como se
menciond, su transporte desde el citoplasma hasta las membranas mitocondriales. El citocromo
P450scc se encarga de romper la cadena lateral del colesterol para la sintesis de
pregnenolona (P5). El poder reductor para la reaccion del citocromo P450scc se aporta en
forma de NADPH mitocondrial a través de la enzima malica, la isocitrato deshidrogenasa

dependiente de NADP" y la transhidrogenasa (TH). El citocromo P450scc esta acoplado a una



cadena formada por una flavoproteina que recibe los electrones provenientes del NADPH

denominada adrenodoxina reductasa (AR), una proteina transportadora de electrones con

centro fierro-azufre denominada adrenodoxina (adx), y el propio citocromo P450scc que corta la

cadena lateral del colesterol una vez que éste ha sido reducido, dando origen a la

pregnenolona, precursor de la progesterona y del resto de las hormonas esteroides

La estequiometria de la reaccién de transformacion del colesterol a pregnenolona es:

colesterol: NADPH: O,, 1:3:3. De manera particular, en las mitocondrias de la placenta, la

enzima 3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa-A-isomerasa (HSD), dependiente

transforma la pregnenolona (P5) en progesterona (P4) (Figura 2). |
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El Metabolismo Esteroidogénico
Glandulas Suprarrenates

Ef tejido de las glandulas suprarrenales se divide en médula y corteza. En la médula se
sintetizan las catecolaminas, como son la noradrenalina, la adrenalina y la dopamina. La
corteza esta dividida en tres tipas celulares que forman la zona glomerular, fascicular y reticular.
Las dos ultimas sintetizan glucocorticoides (cortisol, desoxicorticosterona) y andrégenos
(dehidroepiandrostendiona), mientras que la zona glomerular sintetiza mineralocorticoides
(aldosterona). EI metabolismo esteroidogénico de las zonas fascicular y reticular se regula
principalmente por la cascada de sefalizacién de la ACTH a través del aumento en los niveles
citoptasmicos del AMPc. La esteroidogénesis en la zona glomerutosa se regula principalmente
por la cascada de angiotensina Il o el K* extracelular, a través del aumento de los niveles del
Ca™ citosolico {Quinn y cols. 1988). La zona fascicular también responde al mecanismo de
sefalizacién por Ca®* (Barara y cols.1995).

En los tejidos de respuesta aguda, el colesterol se almacena en el citosol en forma de
ésteres de colesterol. La estimulacion de las glandulas suprarrenales por la ACTH promueve
que la proteina cinasa A (PKA) active a la hidrolasa que rompe los ésteres de colesterol
permitiendo que el colesterol libre se movilice a la mitocondria (Trzeciak y cols. 1973, Behanan y cols. 1972).
El aumento en la hidrdlisis de los ésteres de colesterol va aunada a la disminucién en la
esterificacion y el incremento en la sintesis de novo, mediante la activacion de la HMG-CoA
reductasa (Hall 1985) (Figura 3).

Aunque no es clara la dinamica de la distribucidn del colesterol entre la membrana
plasmética, las pozas citosdlicas y las membranas de los organelos, se han propuesto tres
posibles mecanismos: la difusidn, el transporte mediado por vesiculas y la participacién de
acarreadores solubles (Uscum y cofs. 1985, Stocco 2000); Sin embargo, en los tejidos esteroidogénicos

se ha sugerido que el transporte de colesterol es mediado por proteinas.

Transporte de Colesterol

En las glandulas suprarrenales se han descrito proteinas relacionadas con el transporte
de colesterol del citoplasma a la membrana externa de la mitocondria y proteinas que lo
transfieren de la membrana externa a fa membrana interna mitocondrial.

La protelna acarreadora de esteroles (SCP2), que tiene una masa molecular de 13 kDa
(Seedorf y cols. 2000), in vitro es capaz de llevar a cabo la transferencia de varios esteroles; en

condiciones fisioldgicas tiene una baja especificidad para el transporte de colesterol (teifer y
cols. 1993, Chanderbhan y cols. 1882, Xu y cols.1989).
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Figura 3. Esquema general del transporte de colesterol para la sintesis de hormonas esteroides. La
estimulacién de la esteroidogénesis aguda por la ACTH, se realiza a través de la interaccién de esta
hormona con su receptor (R), la proteina G (G) activa a la adenilato ciclasa (AC) activando la sintesis de
AMPc. La cascada de fosforilacién involucra a ta PKA, ésta activa a la hidrolasa que rompe los ésteres de
cofesterol, iniciando el transporte de colesterol a ta mitocondria para la sintesis de las hormonas
esteroides. Las lipoprotelnas de baja densidad (LDL) captan el colesterol y aumentan su movilizacién de
los depdsitos especificos hacia la mitocondria ocasionando un aumento en la concentracién de colesterol
disponible para el citocromo P450scc, e incrementando la sintesis de pregnenolona.

Después de un estimulo con Ja hormona ACTH, en las glandulas suprarrenales aumenta
el transporte de colesterol del citosol a las mitocondrias; sin embargo, la concentracion de la
proteina SCP2 en el citoplasma aumenta después de tratar a las células durante 24 horas con
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la hormona (Trzecizk y cols.1987); no obstante, el papel de la SCP2 en el metabolismo
esteroidogénico en este tejido aun no es ctaro.

Otra proteina asociada con el transporte de colesterol es el péptido activador de (a
esteroidogénesis, SAP (Steroidogenic Activator Polypeptide), el cual tiene una masa molecular
de 2.2 kDa y es el producto de la hidrélisis de una proteina de choque térmico la GRP-78; esta
hidrélisis depende de AMPC (Meriz y cols. 1989). La SAP requiere de fa presencia de GTP para
transportar el colesterol entre las membranas mitocondriales hasta el citocromo P450scc. Se
sabe que esta proteina no es esencial para llevar a cabo el transporte de colesterol en las
glandulas suprarrenales y por 1o tanto no regula la sintesis aguda de pregnenolona (xuy cofs. 1997).
En la placenta se identificé la presencia de proteinas G (Thomson y cols. 1898) asociadas a la porina
en los sitios de contacto entre las membranas mitocondriales (Kuyznierewicz y cols. 2002), 10 cuat
favorece la hipdtesis de que el transporte de colesterol es un proceso mediado por protefnas en
las mitocondrias de la placenta humana.

La proteina StAR es la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda y es la
responsable del incremento del transporte de colesterol del citoplasma a las membranas
mitocondriales y al P450scc. Es la unica proteina que se ha demostrado esencial en la
esteroidogénesis (Strauss y cols. 2000, Stocco 2000, Saez y cols. 1984, Orme~Johnson y cols. 1990). La proteina
inmediatamente después del estimulo con hormonas tréficas en las células esteroidogénicas
(Strauss y cols. 2003). Se expresa en las génadas y la corteza suprarrenal, asi como en otros tejidos
no esteroidogénicos como el rindn y el cerebro (Furukawa y cols. 1998, Stocco 2001), PErO NO S8 expresa
en la placenta humana.

Se sabe que después de un estimulo con ACTH, LH o HCG hay un aumento en la
expresion de RNAm de la proteina StAR mediado por AMPc, lo cual se acompana de un
incremento en la concentracién de la proteina y de su fostorilacion, lo que repercute en el
incremento de la esteroidogénesis (Stocco 2001). El precursor de la proteina se sintetiza
rapidamente durante la fase aguda de la esteroidogénesis y experimenta dos cortes
proteoliticos en el extremo N-terminal (Clak y Stocco 1995, Stocco, 2001) dando origen a la forma
madura de la protefna, la cual se degrada una vez que transporta al colesterol y se encuentra
dentro de la mitocondria (Miller. 1995).

La proteina StAR tiene un dominio START, que consiste en aproximadamente 210
residuos de aminoécidos, con una estructura a/f compacta que forma un tinel o canal
hidrofébico que se propone puede acomodar una molécula de colesterol (Strauss y cols. 2003). El

dominio START, al unir esteroles, facilita la transferencia del colesterol y por lo tanto, estimula la
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esteroidogénesis (Christenson y Strauss 2000). Se ha descrito una subfamilia de proteinas relacionadas
con la proteina StAR denominadas StarD4, StarD5, StarD6, también relacionadas con el
transporte de colesterol, aunque cabe mencionar que son tejido-especificas por ejemplo, D5 se
encuentra en higado, rindn, ovario y testiculo y D6 sélo se localiza en testiculo (Romanowski y cols.
2002. Tsujishi y Hurey. 2000). Las proteinas de esta subfamilia constan de 205 a 233 residuos de
aminodcidos con un 30% de identidad entre ellas y un 20% de identidad con la proteina StAR y
el dominio MLNB4-START (Socio y cols. 2002, Strauss y cols. 2003).

El papei fisiolégico de la proteina StAR se confirmé por los estudios realizados en la
enfermedad denominada hiperplasia adrenal congénita lipoide (Lin y cols. 1995, Strauss y co's. 1999), la
cual se caracteriza por los altos niveles de ésteres de colesterol, ta acumulacién de lipidos y la
ausencia de esteroidogénesis. Esta enfermedad es una condicion letal y presenta mutaciones
en el gen que codifica para la protefna StAR.

Modelos propuestos para el funcionamiento de la proteina StAR

Se han propuesto mecanismos mediante los cuales la proteina StAR transfiere el
colesterol entre las membranas mitocondriales. Stocco (2000) propone que el precursor
citoplasmatico de la proteina StAR de 37 kDa se une a una proteina de chogue térmico, hsp70,
fa cual contribuye a la presentacién de la proteina a la mitocondria (Figura 4). El modelo incluye
fos complejos TOM, TIM y el PBR asociados a los sitios de contacto mitocondriales.

Jefcoate (2002) utilizé de manera particular el punto de unién asociado a la fosforilacion
oxidativa como modelo para describir el transporte de colesterol entre las membranas
mitocondriales de los tejidos esteroidogénicos. (Figura 5)

Lehoux (2003), estudié el efecto de la ACTH en la expresién de la proteina StAR en
glandulas suprarrenales de hamster y rata, proponiendo que para ia transferencia de colesterot
la proteina presenta cambios conformacionales necesarios para su funcién, involucrando una
via dependiente o independiente de protelnas en el espacio intermembranal o un sistema

transportador de colesterol que involucra la formacion de sitios de contacto (Figura 6).
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Figura 4.Modelo de la funcién de la proteina StAR en la transferencia de colesterol. La estimulacion de
hormonas tréficas (1) induce la sintesis del precursor de 37 kDa de la proteina StAR que se asocia con
las proteinas de chogue térmico, las cuales impiden su plegamiento. Un fragmento de la proteina que
corresponde a los aminoécidos 63 al 188 (Bose y cols. 1999) es resistente a la accién de las proteasas, una
caracteristica que puede ser importante en la transferencia de colesterol. (2) La proteina de 37 kDa se
asocia con la mitocondria para su importe y procesamiento. La region C-terminal de la protefna StAR
interactua con componentes de la membrana externa mitocondrial para la transferencia de colesterol a la
membrana interna. La regién resistente a las proteasas forma una estructura denominada “glébulo
fundido™ {molten globule). (3) Ef colesterol es convertido a PS5 y en algunos tejidos esteroidogénicos a
progesterona. (4) El precursor de (a proteina es procesado por proteasas de la matriz dando lugar a la
proteina madura de 30 kDa. (5) La protelna StAR se pliega, (6) y se asocia a la membrana interna
mitocondrial. Los sitios de contacto que se forman estan enriquecidos con el citocromo P450scc y la
enzima 3@3-hidroxiesteroide deshidrogenada-sisomerasa.
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Figura 5. Modelo de localizacién de la proteina StAR y la transferencia de colesterol en la mitocondria.

La “N” indica la regién amino terminal de la forma citoplédsmica p37 de la proteina StAR. La “N” encerrada
en un clrculo indica la region amino terminal de la forma mitocondrial procesada pp30. (a) Localizacién de
la StAR. La nueva p37 se asocia a la mitocondria a través de la secuencia N-terminal con la proteina
TOM20. La fosforilacion de p37 por la unidad catalitica de PKA (Cat) es facilitada por la interaccién de la
subunidad reguladora (R) mediante una proteina adaptadora, PAP7, que se une al PBR y a (a porina que
se encuentran en la membrana extema. (b) Transferencia de la StAR a la membrana intema mitocondrial
y liberacion def colesterol de la membrana externa hacia el citocromo p450scc. En el paso 1 siguiendo la
interaccién con TOM20, pp37 es desnaturalizada por una hsp70 citosélica pasandola a través de la
membrana externa y la membrana intema. Este proceso requiere de la formacién de un gradiente de
protones y la ayuda de una hsp70 mitocondrial (HSP70M). Posteriormente, la transferencia de colesterol
a la proteina pp30 se lieva a cabo mediante fa unidén del PBR activado por una proteina que une
(ACcCoABP).acil-CoA (Tomado de Jefcoata 2002).
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Figura 6. Mecanismos propuestos de actividad de fa protelna StAR. Ef RNAm de la proteina StAR se
transcnben después de un estimulo hormonal. La proteina StAR se fosforila para modular su actividad. El
simbolo + indica pasos que pueden ser estimulados por AMPc. A. El mecanismo de lanzadera
intermembranal, donde la StAR es fosforilada y el péptido sefnal es activado para dirigir el importe

dependiente o independiente de proteinas (0). En este modelo se propone que la funcién de la proteina
StAR es mediante cambios conformacionales a través de estados parcialmente desplegados (Niswender
2002). B. Este modelo propone el funcionamiento de la proteina StAR fuera de la mitocondria usando los
puntos de unién. La proteina se sintetiza y fosforila rdpidamente permitiendo que el péptido sefal
interactue con la membrana externa para acercarta a un sistema de transporte de colesterol mitocondrial
T. (West y cols. 2001) (Tomado de Lehoux 2003).

Sierra (2004) propuso un modelo para fa localizacion, regulacién y posible funcién de la
proteina StAR en el espacio intermembranal en las células de cerebro. El modelo propone la
interaccion del PBR, una proteina que se une a la proteina StAR (SBP) y proteinas con dominio
START para llevar a cabo el transporte intramitocondrial de colesterol. Este modelo, a diterencia
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de los anteriores, propone que la proteina StAR, la cual es esencial para la regulacion de la
esteroidogénesis en algunos tejidos, no lo es para las células de cerebro, ya que ta proteina
StAR sélo funciona dependiendo de la cantidad de esteroides requeridos para funciones
especificas como mielinizacion, plasticidad sindptica, neurogénesis y supervivencia neuronal.
La expresion de RNAm de la proteina StAR en cerebro de rata, humano y ratén se confirmaron

mediante estudios de inmunohistoquimica (Furukawa y cols. 1998) (Figura 7).

KMembrana A
externa t!\!- ey lrlr',‘,”'{f i
mitocondsiat SRR
tAembrana
interna
mitocondrial
HO HO
Colesteral Pregnenclona

Figura 7. Representacién esquematica de la proteina StAR para el transporte de colesterol en células de
cerebro. La proteina StAR se (ocaliza en la membrana externa mitocondrial, el dominio START de la
proteina une al colesterol y lo pasa a través del espacio intermembranal hacia el citocromo P450scc.
Otras proteinas como el PBR, la SBP (proteina que une StAR) u otras de la familia START pueden
interactuar para el transporte de colesterol (Tomado de Sierra 2004).
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También se ha propuesto que la proteina StAR y la MNL64 actuan en la transferencia de
lipidos a través del citoplasma ya que cuentan ambas con el dominio START (aipy 2005), el cual
interactia con la membrana a través de la hélice a4 de la regién C-terminal; esta interaccién
induce cambios conformacionales en las proteinas y abre la cavidad que une a los lipidos. Una
vez que se une, ésta se cierra y el dominio START transporta al lfipido a la membrana aceptora
(Figura 8A). El dominio de la proteina MNL64 que se ancla a las membranas de los endosomas
es denominado MENTAL, el dominio START puede retirar el colesterol unido al dominio

MENTAL y transferirio a la membrana aceptora. Este modelo propone una transferencia rapida
de colesterol (Figura 8B).

Figura 8. Transporte de lipidos a través del citoplasma. A. Mecanismo de accion de la proteina con
dominio START. B. Mecanismo de accion de la MNL64 (Tomado de Alpy y Tomasetto 2005).

En el modelo de desabsorcién del colesterol propuesto por Strauss y cols. (2003) la region
C-terminal de la proteina StAR interactia con la membrana externa rica en colesterol causando
su desabsorcion hacia ta membrana interna mitocondrial, pobre en colesterol, a través de los
sitios de contacto (Figura 9A). Un modelo alternativo de la accién de la proteina StAR es el
modelo de lanzadera intermembranal (Tsujishita y Hurley 2000, Bose y cols. 2002, Strauss y cois. 2003) en donde
la proteina StAR se desplaza en el espacio intermembranal, moviendo al colesterol unido al

dominio START en direccién vectorial entre las membranas mitocondriales (Figura 9B).
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Figura 9. Modelo de la desabsorcién del colesterol. A. La secuencia sefal de la proteina StAR se une a
las traslocasas de la membrana extema (TOM) y a las traslocasas de la membrana interna (TIM) la
preproteina de la StAR es procesada a su forma madura y el dominio START estimula la desabsorcion
del colesterol. En el modelo de tanzadera intermembranal (B) la protefna StAR es transportada hacia el
espacio intermembranal en donde es cortada proteoliticamente dirigiéndose a la membrana intema para
liberar al colesterol. El mecanismo por medio del cual la proteina StAR se elimina del espacio
intermembranal aun no se conoce (Strauss y cols. 2003).
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Los sitios de contacto son estructuras especializadas, acopladas estructural vy
funcionalmente para facilitar el transporte de colesterol dependiendo de los requerimientos
celulares.

Los modelos analizados permiten observar que el mecanismo del transporte de
colesterol en los tejidos esteroidogénicos es controversial. Sin embargo, es claro que el
transporte de colesterol mitocondrial se realiza mediante un mecanismo complejo que involucra
sistemas mulliproteicos asociados a puntos de unién y al parecer es tejido-especifico.

Esto nos permite proponer que existen varios sistemas que involucran a los sitios de
contacto en la regulacion de la esteroidogénesis, en respuesta a las necesidades y propiedades
fisiolégicas de cada tejido. Los sitios de contacto desempenan una funcién crucial, coordinada y
una ruta eficiente para mediar el transporte de colesterol y favorecer la sintesis de hormonas

esteroides.

Goénadas

La LH es el principal agonista fisiologico de la esteroidogénesis de las células de Leydig
(en testiculo) a través del receptor acoplado a proteinas G, adenilato cictasa, AMPc, PKA y la
proteina StAR (saez 1894). Sin embargo, el efecto del AMPc en la esteroidogénesis depende de la
presencia de Ca* extracelular (Kumer y cols. 1994, Foresta y cols. 1985). El incremento en la
concentracién de Ca® citosdlico a través de los canales sensibles a voltaje estimula la salida de
los iones CI” provocando un aumento en la sintesis de progesterona (Mannay cols. 1998, Ramnath y cois.
1997). El estimulo por HCG aumenta la concentracién de Ca™ citosdlico que activa la
transcripcién de los RNAm de la proteina StAR y del factor de transcripcién que la regula, el SF-
1 (Dupre-Aucouturier y cols. 2002, Enyear y cols. 1993), 10 que sugiere que el aumento de ambos mensajeros
esta asociado a la sintesis de progesterona (Manna y cols. 1999). Otro agonista fisiolégico es el ATP;
la presencia de este en cultivos incrementa la concentracién de Ca®* citosélico, estimulando la
esteroidogénesis (Foresta y cols. 1996), por |0 que se ha propuesto que en las células de Leydig este

proceso puede modularse por AMPc y/o Ca® como segundos mensajeros.

Placenta

La placenta es un tejido transitorio que se encarga del intercambio de una gran variedad
de metabolitos entre la madre y el feto, para lo cual cuenta con diversos sistemas de transporte
que e permiten satisfacer las necesidades del producto. Ademas, fa placenta humana tiene la
funcién de mantener el embarazo. En las mitocondrias de este tejido se sintetiza la

pregnenolona a partir del colesterol a través de una cadena similar al resto de los tejidos
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estereoidogénicos. La pregnenolona se transforma rapidamente en progesterona dentro de la
mitocondria por el complejo enzimatico de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-A-isomerasa,
produciendo mas de 300 mg/dia.

En el inicio del embarazo, la progesterona actiia como un agente inmunosupresor,
permitiendo la implantacién del dvulo fecundado (Thelin y cols. 2000; Niswender 2002) y la continuidad del
embarazo, por fo cual, una disminucion de la concentracidn sanguinea de la progesterona trae
consigo un aborto espontaneo. Durante el primer trimestre del embarazo la produccion de
progesterona se lleva a cabo mayoritariamente por el cuerpo Iuteo y a partir del segundo
trimestre la placenta es la encargada de la sintesis de esta hormona permitiendo el desarrollo
fetal (Swauss y cols. 2000) ¥ al igual que en otros tejidos esteroidogénicos, en la placenta se
considera que el transporte de colesterol del citoplasma a la mitocondria es el paso limitante de
la sintesis de progesterona.

En la actualidad se conoce de manera general ef mecanismo de control de la
esteroidogénesis que emplean las mitocondrias de las gldndulas suprarrenales. Sin embargo,
aunque la placenta también es un tejido esteroidogénico, a la fecha se desconocen los
mecanismos responsables de modular la transformacion def colesterol en progesterona durante
el embarazo (Martinez y Strauss 1997. Strauss y cols. 1996). Incluso se han aislado proteinas comunes que
panticipan en la fransferencia de colesterol en los ovarios, los testiculos y las glandulas
suprarrenales que no se han detectado en la placenta, lo que indica que este tejido tiene
propiedades esteroidogénicas Gnicas.

La respuesta mediada por analogos del AMPc como en 8-Br-AMPc en cultivos de
células del trofoblasto, se lleva a cabo a través de las proteinas cinasas, como fa PKA, que
activa a la hidrolasa de los ésteres de colesterol (Strauss y cols. 1992, Strauss y cols. 1977) [a PKA también
interactua con los factores de transcripcién, los cuales aumentan la expresion RNAm de la
cadena del citocromo P450sce (Staauss y cols. 1992, Beaudoin y cols. 1997) estimulando la producciéon de
progesterona (Ringler y cols. 1989).

Otros factores, como la estimulacién (in vitro) de hCG (Chaudhary y cofs. 1892), e€strégenos
(Wunsch y cols.1986, Shanker y cols. 1997), interteucinas (Sekl y cols.1997), progestaerona (Shanker y cols. 1997),
benzodiazepinas (Bamea y cols.1988) y la fusidn celular para la formacién del sinciciotrofoblasto
(Strauss y cols. 1992) también estan involucrados en el aumento de la sintesis de progesterona.

La adicion de lipoproteinas, al medio de incubacién como [as LOL (Chaudhary y cols. 1992) O
HDL (Lasuncien y cots. 1991), incrementa 1a sintesis de progesterona en las células del trofoblasto en
cultivo, sugiriendo que el contenido de colesterol en las membranas mitocondriates limita la

sintesis de progesterona. Algunos agonistas, como los estrégenos, ademds de activar la
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cascada de senalizacién de AMPc, promueven la incorporacién celular de las lipoproteinas al
aumentar el numero de receptores para LDL (Wunsch y cols. 1986, Shanker y cols. 1997).

Como se menciond, ef transporte de colesterol es un proceso mediado por proteinas, y
la placenta no es la excepcidn, ya que tanto la incorporaciéon de colesterol como la sintesis de
pregnenolona son sensibles al tratamiento con tripsina (Martinez y cofs. 1988. Espinosa-Garcia y cofs. 2000).

AUn cuando se ha descrito un papel importante para la proteina StAR en la
esteroidogénesis de las gonadas y de las glandulas suprarrenales, ésta no se encuentra en la
placenta (Sugawera y cols. 1995). Sin embargo, se ha reportado que la proteina endosomal MLN64
podria llevar a cabo las mismas funciones que la proteina StAR transportando el colesterol a las
mitocondrias de la placenta humana. La MLN64 tiene una identidad del 60% con la proteina
StAR y ambas cuentan con el dominio START que une colesterol (Strauss 2000. Tsujishita y cots. 2000)
(Figura 10).

GLANDULAS SUPRARRENALES Y GONADAS

1 7.

Colesterol
Componentes de los
sitios de contacto
La actividad de StARy TOM
son necesarias para el transporte
Cadena def P450scc de colesterol hasta el P450scc

NADP’ Bose et al., Nalure, 2002
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Figura 10. Modelo general propuesto para el transporte de colesterol en gbnadas, gtdndulas
suprarrenales y placenta humana.
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La proteina StAR y la MLN64 se localizan en organelos diferentes en las células (Cark y
cols. 1994, Alpy y cols. 2001). pero tienen propiedades biofisicas y funcionales similares (Tuckey y cols.
2004). La MNL64 se encuentra en fa membrana endosomal mediando la movilizacién del

colesterol a su aceptor citosdlico o0 a la membrana plasmatica (Figura 11). ( Naureckiene y cols. 2000.
Alpy y cols. 2002).

El dominio START, como se menciond, promueve significativamente la esteroidogénesis
en las células dei trofoblasto (watari y cols. 1967) y puede unir colesterol en relacion 1:1 (Tsujishita y
Hurley 2000), por 10 que se ha propuesto que la proteina MLN64 podria ser el factor proteico que
module la esteroidogénesis placentaria. En el 2002, Zhang y colaboradores demostraron que la
MLN64-START recombinante estimula la sintesis de progesterona en la mitocondria aislada de
la placenta humana a término, lo que sugiere que la MLN64 podrfa participar en la sintesis de
hormonas esteroides en la placenta. Hay que resaltar que el dominio START de {a MNL64 y de
la proteina StAR unen colesterol, aumentando su transporte asi como la sintesis de esteroides

cuando se adicionan de manera exégena en las mitocondrias aisladas (Strauss y cols. 2003).
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Figura 11. Modelo propuesto para la funcién de la proteina MNL64 endosomal. El endosoma contiene 3
proteinas asociadas con el transporte citosélico de colesterol, una proteina localizada en el nicleo del
endosoma, NPC,, y dos proteinas asociadas a la membrana, NPC, y MLN64. NPC2 une colestero! y se
lo presenta a NPC1 (permeasa) que lo transfiere a la protelna MLN64, que sufre una hidrdlisis liberando
el segmento soluble que contiene el dominio START, el cual a su vez puede transportar el colesterot una
protefna citoplasmica con dominio START, designada como START-X, o bien a la membrana plasmatica
o del reticulo endoplasmico (Tomado de Strauss y cols, 2003),
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Sin embargo, actualmente se reconoce que el transporte del colesterol en la placenta
humana debe ser tejido-especifico (Espinosa-Garcia y cols. 2002). En este sentido, las mitocondrias
aisladas de placenta humana muestran una disminucién en su capacidad esteroidogénica
después de ser tratadas con tripsina; sin embargo, el uso del 22-hidroxi-colesterol, un esterol
que afraviesa libremente las membranas biolégicas y puede ser usado como sustrato del
P450scc, permite la sintesis de progesterona en las mitocondrias tripsinizadas, lo que sugiere
que existe un sistema proteico encargado del transporie e incorporacion del colesterol en las

mitocondrias de la placenta humana a término.

Sitios de contacto

La presencia de los sitios de contacto o puntos de unién entre las membranas
mitocondriales se describid por primera vez por Hackenbrock en 1968, siendo definidos como el
lugar en el cual se realiza una semifusion de las membranas mitocondriales, produciendo una
estrecha proximidad entre ellas (Reichert y Neupen 2002). La formacién de estos sitios es un
fenémeno rapido y dindmico, donde se crea un ambiente en el cual diversas proteinas y
enzimas conforman un complejo multienzimatico eficiente para diferentes funciones
mitocondriales, tales como el transporte de proteinas (Schiz 1996, Tokatldis y cols. 1996, Voss y cols. 1999,
Mori y cols. 1998, Matouscheck y cols. 2000, Hoogenraad y cols. 2002), la fosforilacidn oxidativa (adams y cols. 1989), la
apoptosis (Crompton, 2000 Shimizu y cols. 2001), €l poro de transicién de la permeabilidad (Grompton 1999,
Doider y cols. 2001) ¥ la esteroidogénesis (Sefcoate y cols. 1882, Stocoo 2000). (Figura 12). Cabe mencionar
que la formacion de estos sitios de contacto involucra la agregacién o disgregacion de protefnas
especlficas y depende de los requerimientos de fa funcién mitocondrial.

Aunque cada tejido esteroidogénico presenta sus propios medios para modular la
produccion hormonal, se han desarrollado modelos para explicar el transporte mitocondrial de
colesterol a través de los sitios de contacto (Strauss, Martinez y Kinakidu, 1996).

En cuanto a la translocacién de proteinas en la mitocondria, se ha observado que es
necesaria la formacién de los sitios de contacto que involucran la unién de al menos dos
complejos de proteinas, las translocasas de membrana externa (TOM) y de membrana interna
(TIM), asi como diversas proteinas de choque térmico. Este sitio de contacto formado promueve
el transporte de protefnas y favorece el correcto plegamiento de las mismas dentro de la

mitocondria para adquirir una conformacién funcional (wiedemann y cols. 2004, Rassow 1999, Baker 1996,
Pfanner 1994, Stuant 1894, Voos y cols. 1999, Mori y cols. 1998, Rapoport 2002, Jefcoate 2002).
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Figura 12. Diferentes sitios de contacto propuestos para algunas funciones mitocondriales.

Para la fosforilacion oxidativa, se ha involucrado la formacién de sitios de contacto, en
donde proteinas como la porina, la creatina cinasa y el translocador de adenin nucleétidos se
agregan para la sintesis el ATP.

La formacién de los sitios de contacto se puede inducir por algunos efectores, por
ejemplo, la ACTH. Halestrap (1986) y Connern (1996) sugieren que la estimulacion por ACTH
produce cambios en el volumen mitocondrial como consecuencia del movimiento de K*, el cual
esta asociado con cambios fisicos, morfolégicos y con el aumento del nimero de sitios de
contacto entre las membranas. Se sabe que las diferentes membranas biologicas presentan
una composicion lipidica particular y se ha propuesto que esto repercute directamente en el

contenido de colesterol de cada bicapa membranal (Hoppel y cols. 2002). Mas aun, se ha reportado
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que la ACTH que estimula la sintesis de hormonas esteroides, también incrementa la sintesis
de fosfolipidos (kimura 1986, Hoppel y cols. 2002), aparentemente como resultado de una sintesis de
novo del acido fosfatidico, lo que favorece la produccion del fosfatidilinositol y la
fosfatidiletanolamina. Estos fosfolipidos, al acumularse en la membrana externa mitocondrial,
favorecen la union de las proteinas que conforman el sitio de contacto. Por lo tanto se concluye
que la ACTH esta involucrada de manera directa e indirecta en la induccion de estos sitios.

Ardail (1990) reportd que la cardiolipina se incrementa en los sitios de contacto, por lo que
se sugiere que este fosfolipido podria estar involucrado en la formacién de los sitios de
contacto, induciendo un cambio en la configuracion lamenar de las membranas a una estructura
hexagonal (H,) a través de la cual se facilita el transporte de colesterol entre las membranas
mitocondriales. Para el caso de las mitocondrias de la placenta humana se ha descrito un alto
contenido de esfingomielina, la cual esta relacionada con el contenido de colesterol en otras
membranas bioldgicas (Ridway 2000, Hoekstr e ljzendoom 2000)

Los sitios de contacto propuestos para la apoptosis involucran proteinas como el VDAC,
el translocador de adenin nucledtidos, la ciclofilina D y la hexocinasa Il. En este modelo, el
VDAC se une a la hexocinasa Il e impide la salida de proteinas del espacio intermembranal,
inhibiendo la apoptosis. Asimismo, el PBR se une a proteinas anti-apoptéticas como Bcl2,
formando un canal en la membrana externa para modular la permeabilidad mitocondrial a través
de la interaccién del VDAC con el translocador de los adenin nucledtidos (shi y cols. 2003).

Finalmente, Jefcoate, basandose en el modelo descrito originalmente por Brdiczka en
1991 para la fosforilacidn oxidativa, propuso que el octamero de la creatina cinasa (CK), la
porina (Martinez y cols. 1997, Popp y cols. 1995), ¥ €l translocador de adenin nucleétidos (ANT)
constituyen la estructura basica de los sitios de contacto (Doider y cols. 2001, Beutner y cols. 1996), 10S
cuales, al interactuar con oftras proteinas como la glicerolcinasa (vyssokikh y Brdiczka, 2004), |a
hexocinasa Il (Pastorino y cols. 2003, Ohlendieck y cols. 1986, Levrat y Louisot, 1992), la glutation transferasa, la
adenilato cinasa, la nucleétido difosfocinasa, el VDAC (Gincet y cols. 2001, Vyssokikh y cols 2002, 2004), UNa
fosfoproteina de 30 kDa que corresponde al receptor periférico a benzodiacepinas (PBR) y los
complejos de las translocasas de la membrana externa (TOM) y de la membrana interna (TIM)
conforman un nuevo sitio de contacto que se ha relacionado con el transporte de colesterol en
los tejidos esteroidogénicos (Figura 13).

El mecanismo propuesto para el funcionamiento de este modelo plantea que la proteina
StAR, la cual une con alta afinidad al colesterol, interactia con el receptor periférico a
benzodiacepinas a través de la unién con la PKA dependiente de AMPc y la PAP7 que se

encuentra asociada estrechamente con el PBR. Al parecer esta interaccidon permite el transporte

25



de colesterol a la membrana interna mitocondrial (Lacapere y cols. 2003), induciendo el aumento de la
capacidad esteroidogénica en las células (Figura 14).

A pesar de que existen varios modelos que tratan de explicar el transporte de colesterol
mitocondrial mediante la formacion de sitios de contacto y las proteinas asociadas a estos, no
se conoce el mecanismo exacto mediante el cual estas estructuras junto con otros
componentes, pueden estar involucradas en la esteroidogénesis. Por ejemplo, el modelo de
translocaciéon de proteinas en las mitocondrias de o¢rganos esteroidogénicos, como las
glandulas suprarrenales y las goénadas, implica que estos puntos de uniéon son capaces de
transportar el colesterol, por lo que recientemente Christenson y Strauss (2000, 2001) y Stocco
(2000, 2001a, 2001b), han sugerido que los complejos TOM y TIM son capaces de interactuar y
transportar a la proteina StAR hacia el interior de la mitocondria. Mas aun, Bose y cols. (2002)
mostraron que la StAR y la Tom 20 que se encuentra en el complejo TOM, estan estrechamente
relacionadas en el transporte del colesterol hacia el interior de la mitocondria para la sintesis de

hormonas esteroides (Artemenko 2001, Tsuijishita y Hurley 2002).
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Figura 13. Modelo de la formacién de los sitios de contacto entre la membrana externa y la membrana
interna mitocondrial. En estos sitios se encuentran los componentes de la cadena de transporte de
electrones y el translocador de adenin nucledtidos (ANT), el VDAC que se localiza en la membrana
externa formando un canal que permite la distribucién de iones y metabolitos, asi como los complejos de
las translocasas TOM y TIM (Tomado de Newmeyer y cols. 2003).
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Figura 14. Modelo propuesto para el transporte de colesterol en mitocondrias. La proteina StAR une
colesterol en el citoplasma y lo transfiere al PBR localizado en la membrana externa. La fosforilacion de
la StAR por la unidad catalitica de la PKA se facilita por la interaccion con una proteina denominada
PAP7 que se une al PBR y al VDAC. El transporte de colesterol involucra al PBR que es activado por una
endozepina (DBI) asi, el colesterol pasa al citocromo P450scc para la sintesis de progesterona (P4)
(Tomado de Lacapére y Papadopoulos 2003).

Por otra parte, se han descrito enzimas capaces de hidrolizar nucleétidos unidas a los
sitios de contacto en las mitocondrias de la placenta (Barash y cols. 1991, Flores-Herrera y cols. 1991). Se
reporto la actividad de la ATP-difosfohidrolasa (apirasa) extramitocondrial que no desacopla la
respiracion (Flores-Herrera y cols. 1999); esta enzima se encuentra orientada hacia el lado citoplasmico
y se inhibe por vanadato (Martinez y cols. 1995), es la responsable de que el ATP estimule la
respiracion al degradarlo a ADP. Sin embargo, la presencia de esta apirasa no genera un ciclo
futil y parece estar regulada por el estado energético de la mitocondria (Flores-Herrera y cols. 1999).

Se reportd que la apirasa esta relacionada con la sintesis de progesterona, ya que el
FSBA, un analogo del ATP, que se une de manera covalente a enzimas que emplean
nucledtidos de adenina, inhibe la actividad de la apirasa un 95%, por lo tanto, las mitocondrias
no son capaces de sintetizar progesterona (Flores-Herrera y cols. 2002).

Esta propuesta apoya la hipotesis general de que el transporte de colesterol entre las
membranas mitocondriales de los tejidos esteroidogénicos se realiza por un complejo proteico a
través de sitios de contacto, que en la placenta humana requiere de ATP y de la ATP-

difosfohidrolasa, de manera semejante a las mitocondrias de las glandulas suprarrenales, las
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cuales requieren de GTP y una GTPasa.

También se propuso que algunas proteinas de choque térmico (Hsp) estan relacionadas
no solo con procesos de transporte, transduccion de senales y translocacién de proteinas, sino
con la funcion de algunos receptores de hormonas esteroides; este es el caso del complejo
hsp90/hsp70 (valle y cols. 1999, Pratt y cols, 2003).

En estudios realizados en células tumorales de Leydig MA-10, la expresion de hsp70
afecta la capacidad esteroidogénica mediante la disminucion de la expresion de los RNAm de la

proteina StAR, disminuyendo el transporte de colesterol y la sintesis de hormonas esteroides
(Zhiming y cols. 1997).

En otros tejidos esteroidogénicos como el cuerpo luteo de la rata, la sintesis de hsp70
inhibe la sintesis de progesterona inducida por la hormona luteinizante (LH) sin afectar los
niveles de AMPc. Aunque el mecanismo por el cual la hsp70 modifica la sintesis de esteroides
no es claro, se propone que estas chaperonas estan estrechamente relacionadas con la
proteina StAR para el transporte de colesterol (khanna y cols. 1994,1995). En la placenta humana no
se conocen los factores que inducen a las hsp y poco se sabe de cémo éstas pudieran estar
relacionadas en la modulacién de la esteroidogénesis.

En este trabajo experimental se aislaron los sitios de contacto de las mitocondrias de la
placenta humana a término y se caracteriz6é su composicidon proteica y su capacidad
esteroidogénica. Con respecto a su composicién, se demostré que los sitios de contacto
presentan diferentes proteinas que tipicamente se encuentran en la membrana interna o
externa mitocondrial. En cuanto a su actividad esteroidogénica, los sitios de contacto presentan
un alto contenido del citocromo P450scc y de colesterol, lo que repercute en su capacidad de
sintetizar progesterona. En este sentido, la adicion del dominio START de la proteina MLN64
produjo una estimulacion en la sintesis de progesterona en los puntos de contacto derivados de
la membrana externa, lo que apoya la hipétesis de que esta proteina puede estar involucrada

en la esteroidogénesis de la placenta humana.
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OBJETIVOS

Aislar los sitios de contacto esteroidogénicos de las mitocondrias de la placenta

humana a término

Caracterizar la composicion proteica y funcion de los sitios de contacto

esteroidogénicos de las mitocondrias de la placenta humana a termino
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Absftract

To understand the Junctional companmentalizatioo of human placental mitochondria, we analyzed the composition and ste-
roidogenic activity of contact sites. Several fractions containing contact sites were isolaled using osmotic shock treatment and
sucrose gradient centrifugation. These fractions contained various proteins and marker enzymes associated with mitochondnial
membranes. The fractions containing the cytochrome P450 side chain cleavage system, cholesterol. nicotinamide adenine dinu-
cleotide phosphate—isocitrate deliydrogenase, porin, and adenosine 5'-triphosphate-diphosphohydrolase activity showed the ca-
pacity to synihesize progesterone. Qur observations indicate that all necessary elements and enzymes for steroidogenesis are present
and functional in placental mitochondrial contact sites, This organization may facilitate the metabolism of cholesterol delivered to
the outer mitochondrial membrane into steroid hormones by the inner mitochondrial membrane cholesterol side chain cleavage

system.
© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Keywords: Human term placental mitochondna; Contact sites; Progesterone synthesis; Marker enzymes; Mitochondrial cylochromes: Porin;

[socitrate dehydrogenase

The process of steroid hormope synthesis requires
cholesterol transport from cytoplasm to mitochondria,
cholesterol incorporation into the mitochondrial mem-
branes, and its transformation into pregnenolone (P5)'
by the cytochrome® P450 side chain cleavage system
(P450sce) [1). It is thought that cholestero) transport
from the outer mitochondrial membrane to the inner
membrane where P450scc resides takes place at contact
sites between the outer and the inner mitochondrial
membranes (2].

* Corresponding author. Fax: +(1-5-616-2419.

E-muil addresses: fedem@pine.servidores.unam.mx, fedem@bq.
unam.mx (F. Martinez).

! Abbreviations used: PS, pregnenolone; P450sce, cytochrome P450
side chain cleavage system; TOM. ranslocases of Lhe outer membrane;
TIM, translocases of the inner merubrane; SIAR. steroidogenic acute
regulatory protein; SDH, succinate dehydrogenase;: MAO, monoamine
oxidase; ADK, adenylate kinase; CK, creatine kinase; hsp, beat shock
proteins: P4, progesterone: ICDH, isocitrale dehydrogenase; HSD,
hydroxysieroid dehydrogeoase.

The apposition of the inner and outer membranes,
where specific proteins are located or transferred from
the cytoptasm into the mitochondra, defines contact
sites. Formation of contact sites is thought be a dynamic
phenomenon. They may be a transient eovironment
where proteins and enzymes function as a multienzyme
(protein) complex. The contact sites are thus macromo-
lecular complexes that are assembled or disassembled as
required for specific mitochondrial functions such as
protein transport [3-7), oxidative phosphorylation (8],
apoptosis [9,10], the permeability transition pores [11,}2],
and steroidogenesis [13]. For example, the contact site for
protein translocation in mitocbondria invoives several
proteins, including heat shock proteins, the transtocases
of the outer membrane (TOM) complex, and the tran-
slocases of the inner membrane (TIM) proteins [14-17].

Several hypotbeses about how contact sites are
formed have been proposed. Halestrap and Dunlop [18]
and Connpern and Halestrap [19] suggested that hor-
mone stimulation of cells increases the mitochondrial

0003-9861/03/% - see front matter © 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.
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volume by moving K*, which is associated with mor-
phological and physical changes, increasing the number
of contact sites. Jefcoate et al. [13] suggested that con-
tact sites could be associated with an increase in ste-
roidogenesis induced by ACTH in the adrenal gland,
although ACTH could also be involved in the synthesis
of proteins that bind mitochondrial membranes or it
could produce changes in mitochondnal volume. In any
case. ACTH increases the size and number of contact
sites, which in turn could facilitate 1the passive transport
of cholestero! from the outer (cholesterol-rich) mem-
brane to the inner (cholesterol-poor) membrane.

With regard (o a complex contact site originally de-
scribed (or oxidative phosphorylation by Brdiczka [20],
Jefcoate et al. [13) proposed that octameric creatine ki-
nase with other proteins such as porin, ADP/ATP
translocator, hexokinase, glutathione transferase, a
phosphoprotein of 30kDa (later shown to be the ste-
roidogenic acute regulatory protein), and the peripher-
al-type benzodiazepine receptor could corprise the
structure involved in the intramitochondrial transport of
cholesterol in steroidogenic tissues.

It has been suggested that the efficient incorporation
of cholesterol into vesicles or biological membranes re-
quires a specific lipid and protein composition. It is well
known that biological membranes have distinct lipid
compositions, resulting in certain membranes containing
more cholesterol than others [21]. It has been reported
that ACTH increases the synthesis of phospholipids,
apparently as a secondary effect on de novo synthesis of
phosphatidic acid [22], favoring the production of
phosphatidylinositol and phosphatidylethanolamine,
which in turn increase in concentration in the outer
mitochondrial membrane. These data, together with
those with regard to the increase in cardiolipin in con-
tact sites (23], suggest that these unions could result
from changes in the lamellar configuration of mem-
branes to a hexagonal structure (Hy). A higher content
of sphingomyelin has been found in the human placental
mitochondria, which has been associated with the cho-
lesterol content in biological membranes [24,25].

In adrenal glands, ACTH and cAMP analogues
stimulate synthesis of the steroidogenic acute regulatory
protein (StAR) (26], a protein known to have an essen-
ual role in the intramitochoundrial transport of choles-
terol in adrenal glands and gonads [27]. StAR bas a
signal peptide that directs it to the mitochondria where
it is thought to function as a molten globule [28]. Con-
tact sites, where TOM and TIM are found, may be sites
for cholesterol transport mediated by StAR protein {29~
32}. In fact, Bose et al. [33] recently demonstrated that
StAR, TOM 20, and the outer mitochondrial membrane
are necessary for transport of cholesterol to P450scc.
Thus, StAR activity (i.e., cholesterol (ransport) may be
expressed immediately prior to or during the translo-
cation of StAR by the TOM/TIM complex [34,35].

The human placenta does not express the StAR
protein [36.37]. Therefore, it has been proposed that it
must have another system to mediate cholesterol trans-
port (38]. In this regard, isolated placental mitochondria
treated with trypsin showed a decrease in pregnenolone
synthesis. However, in the presence of 22-OH choles-
terol, a sterol that lrecly crosses biological membranes,
mitochondria treated with trypsin synthesized pregnen-
olone at a rate similar 1o that of control mitochondria,
supporting the notion that a trypsin-sensitive protein is
responsible for intramitochondrial cholesterol move-
ment in the placenta [38].

The START domain of MLN64, a protein that
shares nearly 60% similarity with StAR [39]. could be
associated with cholesterol transport in trophoblast cells
[40]. Recently, Zhang et al. [4]1] demonstrated that the
MLN64 START domain increases progesterone syn-
thesis when added to intact human term placental mi-
tochondria, suggesting the participation of MLN64 in
placental steroidogenesis.

Although several studies have explored progesterone
synthesis in the human placenta, our understanding of
this process is still rudimentary. In this study, contact
sites from human placental mitochondria were isolated
and characterized. [t was observed that there was
enrichment in several marker proteins typically found
in the inner or outer mitochondrial membranes, and,
interestingly, the contact sites with the highest concen-
tration of P450scc, cholesterol and isocitrate dehydro-
genase, retained the capacity to synthesize progesterone.
These observations indicate that the steroidogenic ma-
chinery of human placental mitochondria is organized in
a functional unit in discrete mitochondrial membrane
domains.

Materials and methods
Isolation of mitochondria

Human placental mitochondria were isolated as
previously described (2]. Protein was determined as de-
scribed [42), using bovine serum albumin as standard.

Isolation of contact sites

Contact sites were isojated with modifications 10 the
method reported by Ardail et al. {23]. Briefly. 20-25mg
of mitochondrial protein was incubated in an ice bath
with t0 mM H;3POy, adjusted to pH 7.3 with Tris base in
the presence of 10pg/m] aprotinin, | mM phenylmeth-
ylsulfonyl fluoride, and 10 pg/ml leupeptin. After incu-
bation, sucrose was added to attain a concentration of
0.382 M and the mixture was then incubated for another
20 min in the ice bath. The mixture was centrifuged at
12,5002 for 10 min. The pellet contained mitoplasts, and
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the supernatant contained the outer mitochondrial
membranes. This supernatant was centrifuged at
137.000¢g for | I to separate the outer membranes.

The mitoplasts were incubated in 1 mM H;3PO4, ad-
justed to pH 7.3 wath Tris base, for 20 min in an ice bath;
then sucrose was added to reach a concentration of
0.31 M and Lhe mixture was incubated lor another
20min 1n the ice bath and centrifuged at 102.000g for
1 h. The pellet contained the inner membranes.

Each membrane fraction was sonicated lour times in
an ice bath for 5s, in an MSE Soniprep 150 at maximal
output. Outer and inner membranes were layered over a
discontinuous sucrose gradient (1.06 to 1.29 g/ml densi-
ties) and centrifuged at 96.000g for 20h at 4°C. The
outer membrane preparation yielded three bands. and
the inner membrane preparation yielded four bands;
each band was collected separately and washed three
times with 0.25 M sucrose, | mM EDTA, with pH ad-
Justed with Tris base (0 7.4, and recovered by centrifu-
gation at 137.000g for 30min at 4°C. The protein
content in each band was determined as noted above.

Western blots

Tricine sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) in 10% polyacrylamide
gels was performed as described [43] on each fraction.
Aliquots containing 25 pg of protein were analyzed. The
polypeptides from SDS-PAGE were blotied onto
polyvinylidene fluoride or nitrocellulose membranes and
the presence of the following proteins was investigated
using specific antibodies at the indicated dilutions: Hsp
40 (1:500), Hsp72 (1:500), Hsp27 (1:500), Hsp90 (1:500),
porin (VDAC) (1:400), MLN64 (1:1000). cytochrome
P450scc (1:300), cytochrome & (1:20,000), and cyto-
chrome ¢, (1: 50,000).

Enczyme assays

Succinate dehydrogenase (SDH) activity, a marker of
the inner mitochondrial membrane, was assayed in
50mM phosphate buffer, pH 7.4. containing 1.l mM
phenazine methosulfate, 80 uM dichlorophenol indo-
phenol, and 20 mM succinate. The final reaction volume
was 1 ml with 50 ug of mitochondnal protein. The re-
action was followed at 600nm at 30°C. A molar ex-
tinction coefficient of 21mM ™' was used for calculation
of enzyme activity.

Monoamine oxidase (MAQ), a marker of the outer
mitochondrial membrane, was determined in 50 mM
buffer phosphate, pH 7.4, containing 0.08% Lubrot and
250 pg of protein from each sample, in a final volume of
1 ml. The reaction was siarted by the addition of 5mM
benzylamine, according to Ochoa [44]. A molar extinc-
tion coefficient of 13mM™" was used for calculation of
enzyme activity.

Adenylate kinase (ADK), a marker of the inter-
membrane space. was assayed in the following mixture:
0.2M Tris buffer. pH 7.3, 0.3% Tween 20, 5mM ADP,
10 U hexokinase, 10 U glucose-6-phopshate dehydro-
genase, SmM MgCl,. 0.2mM NADP*, and 10mM
glucose. The reaction was started by addition of 50 pg of
mitochondrial protein. The final reaction volume was
3ml. Incubations were carmied out at 30°C and the
formation of NADPH was followed at 360 nm accord-
ing to Schnaitman and Greenwalt [45). A molar
extinction coefficient of 6.22mM ! was used for calcu-
lation of enzyme activity.

Creatine kinase (CK) acuvity, a marker of the con-
tact sites. was determined using reagents purchased from
Sigma (DG147-K) and the manufacturer's instructions;
50 ug of mitochondnal protein was assayed at 37°Cin a
final volume of | ml.

Apyruse ussay

Hydrolysis of ATP. ADP, CTP, or GTP by apyrase
(EC 3.6.1.5) was measured in 30mM Tris—HCl, pH 8§,
contaiping 1 mM MgCl, with 50pg of mitochondrial
protein at 37°C. The final volume was 0.5ml. The hy-
drolysis reaction was started by the addition of 4 mM
each nucleotide after S5min incubation. Trichloroacetic
acid was added (6%) 1o stop the reaction and the mix-
ture was then centnfuged at 4500g for 10 min at 4°C. An
aliquot (0.5ml) of the clear supernatant was used 10
determine the concentration of the phosphate released
using the method described by Sumner [46]. The hy-
drolysis of ATP, ADP. CTP, or GTP was assayed in
each contact site band.

Cholesterol conient in contact sites

Cholesterol was determined in each fraction with a
commercial kit (CHOD-PAP) purchased from Spinreact
SA, Spain, in aliquots of 0.5mg protein from each
submitochondrial fraction.

Progesterone synthesis by contact sites

The synthesis of progesterone was determined in a
reaction mixture containing 120mM KCI, 10mM
4-morpholineethanepropanesulfonic acid, 0.5 mM EGTA.
10 mM 1socitrate, 0.2% bovine serum albumin, 2mM Pi,
2mM ADP, 0.4 pg aprotinin/0.1 ml in a final volume of
0.l ml, pH 7.4. with 0.1 mg of protein from the mito-
chondrial membranes. The mixture was incubated at
37°C for the indicated umes. After the incubation pe-
riod, the reaction was stopped by the addition of 150 ul
methanol and vigorous mixing. Aliquots were taken to
determine progesterone using a specific immunoassay
(Diagnostic Products Corp.).
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Chemicals and antibodies

The artibodies for heat shock protein were purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). Anti-porin (VDAC, Ab-1) was purchased from
Oncogene Res. Products (Boston. MA, USA). P450scc
and MLNG64 antibodies have been previously described.
Antibodies against cytochrome b and ¢| were a generous
gift from Dr. Diego Gonzalez-Halphen and were pre-
pared by Miriam Vdzquez, from the Instituto de Fisio-
logia Celular. National University of Mexico, Mexico.
All other reagents were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis MO, USA).

Data analysis

Experiments were performed at least three times in
triplicate. Values are presented as mean + SD. Where it
is indicated, the results were analyzed for statistical
significance using the Tukey-Kramer test. A p value of
the <0.05 was considered significant.

Results

Several bands were obtained on sucrose gradients in
the process of isotation of contact sites (Fig. 1). Three
bands were recovered from the outer membrane fraction
and four from the inner membrane fraction. The bands
were collected from top to bottom of the gradient and
numbered sequentially. Band 1 (OMI1) from outer
membranes was located in the density range 1.10-1.14 g/
ml, band 2 (OM2) between 1.19~1.21 g/ml, and band 3
(OM3) between 1.225-1.24 g¢/ml. For inner membrane,
the densities for each band were band | (IM]) 1.10-
.14 g/m), band 2 (IM2) 1.15~1.18 ¢/mi, band 3 (IM3)
1.20-1.22 g¢/m], and band 4 (IM4) 1.24-1.26 g/ml. These
patterns were observed in all the isolation expesiments

Human Placental
Mitochondria

Contact

Outer
Membrane

Inner
Mambrane

OSMOTIC SHOCK

INNER MEMBRANE OUTER MEMBRANE

uk
|

SONICATION

SUCROSE GRADIENT

IMA 1.10-t.14 OM1 1.10-1.14
IM2 1.15-1.18
om2 [T 119121
IM3 1201122 a—
OM3 = 122-1.24
M4 124128
Fig. 1. Isolation of contacl sites from human term placental mito-

chondnia. The different contact sites observed during the isolation
process after osmotic shock of human placental mitochondria arc
shown. From the inncr mitochondrial membrane. four different
contact sitcs were collected with the following densities: IM1 1.10-
tJ4g/ml. IM2Z 1.15-1.18g/ml, IM3 1.20-122¢g/ml, and IM4 |24
1.26 ¢/ml. From tbe outer mitochondrial membrane. three bands were
collected: OMI L.10-).14 g/ml. OM2 1.19-] 21 g/ml, and OM3 }.22-
1.24 g/ml.

Tablc 1
Enzyme activities observed in contact sites isolated from human placenial mitochondria
SDH MAO ADK CK
Inner mernbrane
IM1 15756 12.03+4.1 10224 1.2+0.7
IM?2 11.5+6.1 169+4.2 3208 86xI1S5
1M3 74.6+10.8 156 +6.0 189+ 3.1 26.2+73
M4 4794172 6.7%29 4.0 %13 15.9 £ 5.1
Outer membrane
OMI 9.7£29 273k 54 9.8+24 0.72+0.3
OM2 10.6 £ 0.8 203448 30.7+5.6 114411
OM3 4625 11.7£26 127 £ 2.7 1.4 +£0.8
n==6 n==6 n=4 n=13

The enzyme activities were determined as described under Materials and methods. Resufls are expressed as nmo} DCPIP/mg/min for succinate
dchydrogenase (SDH). nmol benzylamine/mg/min for monoamine oxidase (MAOQ). nmol NADP reduced/mg/min for adenylate kinase (ADK). and
uKatm! for cretine kinase (CK). Each experiment was performed in triplicate. The values shown ase the mean 2 SD from threc o six different

placentas, as indicated.
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and appear to be the result of the different structural
relationships between inner and outer membranes in
each band. The presence of proteins previously reported
10 be located in contact sites, such as porin and creatine
kinase, was determined, in addition to other proteins
related to steroidogenesis, such as cytochrome P450sce.

Table | shows that CK activity was highest in the
IM3 and OM2 bands. Similar patterns were observed
for SDH, MAO, and ADK activities.

Porin, a protein associated with contact sites
(21,47,48), was present in all contact site fractions iso-
lated. The concentration of porin was higher in the OM
contact sites compared to the whole mitochondria. being
most abundant in the OM1 and OM2 fractions (Fig. 2).

M OM
cC1 23 4 C

31kDa eremo>-ooen *

Fig. 2. Presence of porin in contact sites isolated from placental mi-
tochondria. The lines indicate the difierent contact sites isolated from
placental mitochondna. Each band was collected, washed, and con-
centrated as described under Materials and melhods. Weslern blot
analysis of mitochondrial fractions from human placental mitochon-
dria was done using 25ug of protein. C is Lhe inner or outer towl
membrane before the isolation of contact sites in the sucrose gradients.
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Fig. 3. ATP-dipbosphohydrolase activity. ATP-diphosphohydrolase
(apyrase) activity was determined by using the following nucleotides:
ATP-Mg, ADP-Mg, CTP-Mg, or GTPO-Mg. The hydrolysis of these
nucleotides in placental mitochondria is solely catalyzed by apyrase
since the H*~ F(-ATPase exclusively hydrolyzes ATP. Dala are the
mean + SD from three different experiments done in iriplicate. The
hydrolysis by the IM and OM membranes before collecting the dif-
ferent contact sites was taken as 100%. The total activity is expressed
as nmol of Pi released/lotal mg obtzined in each lraclion/min. The
total activities varied for IMC were 3200-8000 for ATP-Mg, 2000-
8400 for ADP-Mg, 2000-63.000 for CTP-Mg, and 3000-7000 for
GTP-Mg. For OMC, total activities were 3200-16,000 for ATP-Mg,
2400-12,000 for ADP-Mp, 2000-12,500 for CTP-Mg, and [500—
14,500 for GTP-Mg.

1M OM
2 3 1
mu-nu il hsp 90
74 kDa ‘F-— — o= o= " hsp72
49.3 kDa 4. hsp 40
36 kDa
hsp 27

20.9 kDa

Fig. 4. Western blot of heal shock proteins in placental contact sites.
The dilution used for cach hsp antibody is described under Maicrials
and methods. The results shown are from a represeptative experiment.
C is the inner or oulcr total membrane before the isolation of contact
sites on sucrose gradients. Molecular weight markers in kDa, as in-
dicated at left side.

Previously, we described the presence of an ATP-di-
phosphohydrolase (apyrase) tightly bound to human
placental mitochondria [49), which could be associated
with attachment points, since its inhibition by FSBA
decreased both cholesterol incorporation and P4 syn-
thesis [50]. Since it was suggested that this apyrase could
be related to mitochondrial steroidogenesis in the hu-
man placenta in the contact sites, its activity was de-
termined in the fractions collected. The results showed
apyrase activity in all contact sites (Fig. 3). However,
70% of total apyrase activity was contained in the IM3
and OM2 fractions.

Diffecent heat shock proteins (hsp) have been found
to be associated with contact sites [3,51-54). The dis-
tribution of several of the hsps in the contact sites iso-
lated from the human placental mitochondria is shown
in Fig. 4. hsp 90, hsp 72, and hsp 40 were more abun-
dant in IM contact sites compared to the starting
preparation (C in IM from Fig. 4), with the highest
abundance observed in the IM2 and IM3 fractions. The
OM2 fraction was relatively enriched in hsp72 compared
to the starting preparation (C in OM from Fig. 4), but it
did not contain detectable hsp 40. hsp 27 was present at
similar levels in all fractions.

Fig. 5 shows that cytochrome 5 is distributed differ-
entially in each contact site fraction with IM3 being the
fraction with the highest cytochrome & concentration.
Cytochrome ¢y was not detectable.

Cytochrome P450scc is located in the inner mito-
chondrial membrane of steroidogenic mitochondria.
Fig. 6 shows that P450scc was found mainly in the inner
membrane contact site fractions.

The presence of P450scc and apyrase in contact site
fractions suggests that they could contain the elements
required for steroidogenesis. Therefore, it was important
to determine the content of cholesterol in these contact
site preparations. IM3 and OM2 had the highest cho-
lesterol contents (Fig. 7), with OM2 having significantly
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Fig. 5. ldentification of respiratory chain cythocromes. Cylochromes 6
and ¢ were identified in placental contact sites. Cylochrome b was
observed in all ractions from inner mitochondrial membrane, but not
cytochrome ¢. C is the igner or outer (otal membrane before the iso-
lation of contact sites in sucrose gradicnts; M, mitochondna. Molec-
ular weight markers in kDa. as indicated at lef1 side.

M OM
c1 2 3 4 C 1 2 3

45 — S— -— -

Fig. 6. identification of cylochrome P4350 side chain cleavage in contact
sites from placental mitochondna. The determination of cytochrome
P450scc was described under Materials and methods. C is the ipner or
ouler lotal membrane before the isolation of contact sites in sucrosc
gradients. Molecular weight masker in kDa, as indicated at left side.
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Fig. 7. Concentration of cholesterol. Cholesierol was determined as
described under Material and methods. C is the inner or ouler total
membrane before the isolation of contact sites on sucrose gradients.
The cholesterol content of OM2 is significantly greater than those of
other OM contact sites (p < 0.05). The chalesterol conlent of IM3 is
significantly greater than thai of TM4 (p < 0.05).

greater cholesterol than the other OM contact sites and
IM3 having greater cholesterol levels than IM4, The
presence of proteins containing the MLN64-START
domain in the mitochondrial fractions was also ana-
lyzed. The results showed that the 55-kDa, full-length
MLNé64 was present in all OM contact sites (Fig. 8), but
it was virtually absent from IM contact sites. These

IM oM
C 12 34 cC123
55 kDa - - - = ap —

Fig. 8. Western blot for MLN64-START domain. START Western
blotting was performed as described under Materials and methods. C
is the inner or outer to1al membrane before the isolation of contacl
sites in sucrose gradients. Molecular weight marker in kDa. as indi-
cated at left side.
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Fig. 9. Progestcronc synthesis in [M3 and OM2 isolated (rom placental
mitochondna. P4 synthesis was assayed as described under Materials
and methods. Results ar¢ the means+ SD from four different experi-
ments performed in triplicate. (A) Progesterone synthesis by [M3; (B)
progesierone synthesis by OM2.

findings are consistent with the notion that MLN64
delivers cholesterol and acts on the outer mitochondrial
membrane [41).

We then decided to determine whether IM3 and OM2
were able to synthesize P4. We found that both IM3 and
OM2 fractions synthesize P4 at minimal rate. However,
when 2mM NADP™ was added, a significant increase in
P4 synthesis was observed in the IM3 fraction; while P4
synthesis in OM2 was lower (Fig. 9). These results
indicate that NADP-jsocitrate dehydrogenase was

Table 2
NADP-ICDH specific activily in different contact sites isolated from
human placental mitochondria

Specific activily (nmol/mg/min)

MC 530%77
M1 39£07
M2 7.6x08
IM3 559%9.2
M4 7405
OMC 728%£8.2
OM|1 242446
oM2 146 1.7
OM3 52+09

IMC and OMC are the inner and outer mitochondrial membrane
fraclions prior to isolation of lthe respective contact sites on sucrose
gradient. Resuits are the meauns (rom three to four different experi-
meats + SD.
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present, since in the incubation media, isocitrate was the
only oxidizable substrate present and no NADPH was
added. NADP-ICDH was assayed in each fraction. and
the results are shown in Table 2. OMI and IM3 were the
fractions with the highest NADP-ICDH activity, al-
though significant NADPH-ICDH activity was present
in OM2 (Table 2).

Discussion

The mechanisms controlling steroidogenesis in hu-
man placental mitochondna are still unknown. How-
ever, there is enough evidence suggesting that
cholesterol transport to mitochondria and between the
mitochondrial membranes are rate-limiting steps.
Similarly 1o other steroidogenic tissues, contact sites
have been proposed as the gate (or cholesterol to
P450sce in placental mitochondria [38] and, although
the specific protein components required for choles-
terol transport are unknown, there 15 a consensus that
the basic structure for all contact sites includes adenine
translocase, porin, and creatine kinase (8,9,13,20,47).
On this basis, our results show that several types of
contact sites can be isolated from human placental
mitochondnia. since porin was observed in all fractions
collecied. This is not surprising, since placental mito-
chondria have other functions, requiring contact sites
such as oxidative phosphorylation. The isolation of
contact sites was reproducible, since in all experiments
the same patterns of bands in the sucrose gradient
were obtained. Also, it is reasonable to suggest that
each contact site has a paricular proportion of inner
and outer mitochondrial membrane, as demonstrated
by the analyses of the different marker enzymes shown
in Table 1. Cytockrome b is also present. [t is im-
portant to point out that Na/K-ATPase activity was
not detected in any fraction, indicating no contamij-
nation with plasma membrane (data not shown).
Moreover, the different contact sites are not likely to
be artifacts of protein degradation, since inhibitors of
proteases were present during the process of isolation
and the electrophoresis patiern from several prepara-
tions did not show significant differences, which indi-
cales the absence of significant proteolysis (data not
shown).

We previously reported that a novel porin [38) and
apyrase activity [50] could be related to progesterone
synthesis in placental mitochondria. These proteins
might be anticipated to be present in the contact sites
where P4 synthesis takes place. Around 70% of the ap-
yrase activity was concentrated in IM3 and OM2 (Fig.
3), corresponding to fractions also containing CK ac-
tivity and porin, two classical markers of contact sites
[55]. IM3 and OM2 also showed an enrichment in hsp 72
compared to starting material, a protein associated with

P4 synthesis in the corpus lutcum and adrenal cortex
[56-59).

As shown in Fig. 6. cytochrome P450scc was found in
IM3, with lesser amounts detectable in OM contact
sites. This result is expected given the localization of
cytochrome P450scc in the inner mitochondnial mem-
brane. When cholesterol was quantified, its highest
concentration per milligram of mitochondrial protein
was in OM2, consistent with the known gistribution of
mitochondnal cholesterol, which is highest in outer
membranes [60]. However, cholesterol should be found
in the mitochondrial membrane microdomains accord-
ing to its functiona! role. This could explain why IM3,
where most inner mitochondrial markers were observed,
also showed a high cholestero) concentration, Therefore,
we assumed that IM3 contains all the elements necessary
for P4 synthesis. This assumption appeared 1o be in-
correct when P4 production was determined in the ab-
sence of NADP* (Fig. 9). The [ollowing results were
obtained when we determined P4 synthesis in the con-
tact sites: 12.6% M1, 14.4% [IM2, 63.1% IM3, 9.9%
M4, 19.2% OMI, 71.8% OM2, and 9% OM3 of the
combined total P4 synthesis by IM or OM fractions
taken as 100%. Although al) contact sites synthesized
P4, IM3 and OM2 were most active. findings that agree
with the marker proteins and enzymes and that support
our assumption of different contact sites with distinct
protein contents. However, when 2mM NADP* was
added, P4 synthesis by IM3 increased 20 times and al-
most sixfold in OM2, a response which was not ob-
served in the other fractions (Table 3). These resulis
have several important implications. First, they suggest
that NADPH was produced in both contact sites, but
mainly in IM3. This indicates that NADP-dependent
isocitrate dehydrogenase (ICDH-NADDP) 1s present in
IM3 and OM2, since the only oxidizable substrate in the
incubation media was isocitrate and the only electron
acceptor was NADP*. This implies that ICDH-NADP
is a protein associated with inner mitochondrial mesm-
brane, since IM3 was the fraction where P4 synthesis
was highest. This assumption was confirmed when the

Table 3
Progesterone synthesis by different conlacl sites in the presence (+) or
the absence (=) of 2mM NADP*

Fraction Progesterone synthesis (ng/mV/0.1 mg)
-2mM NADP” +2mM NADP”
IM] 1.03 +£0.30(11) 1.05 3: 0.49 (13)
M2 092 £0.06(1)) 1.65 £ 0.52 (14)
IM3 1.67 £ 0.36 (9) 29.9 +4.36 (19)
M4 0.76 £ 0.36 (5) 1.24 £ 0.16 (9)
OM} 1.44 £0.09 (5) 1.54 4:0.08 (1)
oMm2 1.09 2 0.33 (1)) 7.36 £ 0.6) (14)
OM3 0.30 £ 0.06 (7) 0.74 3 0.1 (10)

Results are the means from the indicated number of scparate ex-
periments (in parentheses) £+ SD.
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oM
c 12 3

Fig. 10. Proteius in the diflferenl contact site fractions isolated from
human placental mitochondcia. Proteins were scparated on SDS~
PAGE and detected by silver staining. C is the inner or outer total
membrane before the isolation of contact siles in sucrose gradients.
Molccular weight markers in kDa. as indicated at left side.

ICDH-NADP activity was determined, and the highest
concentration of this enzyme was found in both OM2
and IM3. Similar results were obtained in an analysis of
contact sites from adrenal mitochondnia [61].

[¢ is unlikely that our fractionation procedure yielded
a single fraction containing a particular high proportion
of membrane proteins (OM3) because different patterns
of proteins were observed among the different contact
sites isolated when analyzed by SDS-PAGE (Fig. 10).

Second, adrenedoxin and adrenedoxin reductase
must be present in IM3 and OM2, since they are re-
quired for the shuttling of electrons to P450scc to
complete the transformation of cholesterol into preg-
nenolone. Previously, we reported synthesis of P4 in
submitochondnal particles {62], and the binding of this
electron transport chain coupled to cytochrome P450soc
to the inner mitochondrial membrane was suggested.

Third, our results suggest that 3B-hydroxysteroid
dehydrogenase (HSD)-A%3isomerase is also present in
IM3, since this contact site had the highest P4 synthesis,
The type I HSD has been described in placental mito-
chondria [63) and its activity is not rate limiting in P4
production [64-66]. It is possible that OM2 does not
have sufficient 3f-HSD activity and, therefore, P4 pro-
duction was lower. In any case, the complete system for
P4 synthesis is evidently present mainly in IM3.

Four, the endogenous cholesterol located in the inner
mitochondrial membrane 1s the substrate used by the
IM3 cootact site to synthesize P4, since exogenous
cholesterol was not added (67].

When the distribution of the MLN64-START do-
majn was analyzed, it was observed exclusively in the
contac! sites {rora outer mitochondrial membranes. This
observation is consistent with the notion that START
domain proteins involved in cholesterol transport have
their site of action in the outer mitochondrial membrane
[28]. Our findings raise the possibitity that MLN64 de-
livers cholesterol to contact sites which would, by virtue

MODEL PROPOSE FOR THE CONTACT SITES FOR TRANSPORT OF
CHOLESTEROL BETWEEN MITOCHONDRIAL MEMBRANES IN HUMAN
PLACENTA

CYTOSOL

ADP CHOLESTEROL

+PI ATP J.

Fig. 11. Possible components of the EM3 coptact site. This mode) shows the localization of some of the proteins analyzed in this study and others
whose presence is implied. IMS, inlermembrane space; P450, cytochrome P450scc; Adx, adresodoxin reductase: Ad, adrenodoxin: Cyt ¢, cytochrome
c; Cy1 b, cytochrome &; ICDH, isocitrate dehydrogenase-NADP-dependent; PBR, peripheral-type benzodiazepine receptor; HSD. 38-hydroxysteroid
dehydrogenase; small pentagons. different heat shock proteins: IM, inper mitochondrial membrane; OM, outer mitochondrial membrane means 2
protein providing cholestcrof to P450sce; this protein takes cholesterol from inner membrane or from MLNG64, Chol, cholesterol; PS, pregnenolonc;

P4, progestierone. Other abbreviations are defined in the text.
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of the organization of the other components of the ste-
roidogenic machinery at these locations, facilitate the
metabolism of delivered cholesterol into progesterone.
Fig. 11 represents a possible composition of placental
contact sites of mitochondria.

Finally, our results suggest that several different types
of contact sites may be present in placental mitochon-
dria. IM3 and OM2 contain proteins involved in ste-
roidogenesis. Contact sites with different protein
compositions may have specialized functions other than
steroidogenesjs. The contact sites described in this paper
will be usefut system for the study of the assembly,
function, and regulation of proteins involved in human
placental steroidogenesis.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los mecanismos que controlan la esteroidogénesis en las mitocondrias de la placenta
humana son aun desconocidos. Sin embargo, se tienen evidencias que indican que el
transporte de colesterol a la mitocondria entre la membrana externa y la membrana interna
mitocondriales es el paso limitante en la sintesis de hormonas esteroides. En este sentido, se
ha sugerido, de manera similar a lo que ocurre en otros tejidos esteroidogénicos, que en la
placenta los sitios de contacto mitocondriales son la via de entrada del colesterol desde el
citosol hasta el citocromo P450scc. Se ha mencionado que los sitios de contacto son complejos
macromoleculares dinamicos, que se conforman para realizar diversas funciones mitocondriales
especificas; su correcta asociacion crea un ambiente particular que permite que las proteinas
que los integran realicen de forma eficiente su funcién; asimismo, que la asociacién especifica
de diferentes enzimas y proteinas pueden producir diferentes puntos de union. Asi se tienen
sitios de contacto especificos para el transporte de proteinas en los diferentes compartimentos
mitocondriales, sitios de contacto asociados a fenémenos como la apoptdsis, fosforilacion
oxidativa y aquellos relacionados con el transporte de lipidos. Bose (2002) ha demostrado que
para el transporte de colesterol se requieren tanto de la proteina StAR como de otras proteinas
asociadas a los complejos de las translocasas de membrana externa (TOM), lo que sugiere que
este fendbmeno requiere de una maquinaria similar al punto de unién que se emplea para el
transporte de proteinas.

No obstante, sélo se ha podido establecer con certeza que el translocador de adenin
nucledtidos y la porina forman parte de este tipo de sitios de contacto, el resto de sus
componentes especificos aln se desconocen (Beutner 1996, Brdiczka 1991,Jefcoate 1992, McCabe 1983, Adams
1989, Crompton 2000). En este sentido, este trabajo muestra que en las mitocondrias de la placenta
humana (MPH) se pueden constituir diversos tipos de sitios de contacto, en los que la porina, la
creatina cinasa y el translocador de adenin nucledlidos son los elementos basicos de su
conformacion. Esto refleja que la mitocondria puede estar realizando diversos procesos
metabdlicos de manera simultanea, donde los sitios de contacto participan activamente, por
ejemplo, en la fosforilacién oxidativa y en el transporte de colesterol. Ademés, se propone que
cada tipo de sitio de contacto presenta una proporcion diferente de membrana externa e
interna, con base en la presencia de diferentes enzimas marcadoras que podrian reflejar su
funcién (Tabla 1).

Recientemente hemos reportado la presencia de una nueva porina (Espinosa-Garcia y cols.

2000) y una ATP-difosfohidrolasa (Fiores-Herrera y cols. 2002), que podrian estar relacionadas con la

30



sintesis de progesterona en las mitocondrias de la placenta humana. Si esta hipétesis es
correcta, ambas proteinas deberian estar asociadas a los puntos de unidn donde se lleva a
cabo la sintesis de progesterona. En este sentido, el 70% de la actividad total de la apirasa se
localizé en la IM3 (fraccion 3 de la membrana interna) y OM2 (fraccién 2 de la membrana
externa) (Figura 3, publicacion), donde también se presenta la mayor actividad de la CK y la
porina, ambas proteinas consideradas como marcadores clasicos de los sitios de contacto (ottke
y cols. 1991, Schiattner y cols 2001, Brdiczka y cols. 1994). Mas aun, tanto en la fracciéon IM3 como en la
fraccion OM2 se detect6 a una proteina de choque térmico, la Hsp70, la cual esté asociada con
la sintesis de progesterona en el cuerpo liteo y en la corteza de las glandulas suprarrenales
sensibles a LH (khanna y cols. 1994, 1995a, b, Liu y cols. 1997). Asimismo, Stocco (2000, 2001a) ha sugerido
que durante la maduracién de la proteina StAR, la proteina Hsp70 actua como una chaperonina
que protege y dirige a la StAR hacia los sitios de contacto.

Otra enzima importante en la esteroidogénesis es el citocromo P450scc, el cual se
encuentra principalmente en los sitios de contacto derivados de la membrana interna
mitocondrial. Esto correlaciona con la localizaciéon de este citocromo en la mitocondria integra.
Ademas, la concentracion de colesterol por mg de proteina mitocondrial es mayor en la OM2,
similar a lo reportado por Daum (1985) después de estudiar la distribucién de colesterol en
diferentes sistemas mitocondriales. Sin embargo, en la mitocondria integra, el colesterol debe
de distribuirse entre sus membranas de acuerdo con la funcién que este esterol desermnperie.
Esto puede explicar la alta concentracion de colesterol en la fraccion IM3, lo que sugiere que en
este tipo de sitios de contacto se encuentran todos los elementos necesarios para la sintesis de
progesterona.

Por otro lado, cuando se determiné la sintesis de progesterona en ausencia de NADP*
todas las fracciones mostraron sintesis hormonal: IM1 12.6%, IM2 14.4%, IM3 63.1%, IM4
9.9%, OM1 19.2%, OM2 71.8%, y OM3 9%, donde la sintesis total de la hormona por parte de
la IMy OM se consider6 como el 100%. Aunque los diferentes sitios de contacto sintetizaron
progesterona, se puede observar que la IM3 y OM2 fueron las fracciones que tuvieron el mayor
valor de este parametro. Debido a que las fracciones IM3 y OM2 tienen diversas proteinas
marcadoras, se apoya la idea de que en la mitocondria se encuentran diferentes tipos de sitios
de contacto.

Por otra parte, cuando la sintesis de progesterona se determiné en presencia de NADP",
la produccién hormonal se increment6 alrededor de 20 veces en la IM3 y de 6 veces en la OM2.
Estos resultados son muy interesantes. En primer lugar, aunque el NADPH se produjo en

ambas fracciones, su cantidad fue mayor en la IM3, lo que coincide con la sintesis de
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progesterona. La aparicion del NADPH refleja la presencia de la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NADP* (ICDH-NADP) tanto en la IM3 como en la OM2, ya que en el medio de
incubacion el unico sustrato oxidable fue el isocitrato y el NADP™ el Unico aceptor de electrones.
Esto implica que la ICDH-NADP es una enzima asociada a la membrana interna mitocondrial.
Lo anterior quedd claramente demostrado al determinar la actividad de la ICDH-NADP en los
diferentes puntos de contacto, siendo en la IM3 y OM2 en donde se localizé principalmente a
esta enzima. Resultados similares fueron obtenidos en los sitios de contacto aislados a partir de
las mitocondrias adrenales.

Estas observaciones también tienen otras implicaciones. Por ejemplo, la conexién entre
la sintesis del NADPH y la transformacién del colesterol en pregnenolona (P5) esta
representada por la adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa. En este sentido, Espinosa-
Garcia y cols. (1996), reportaron que las particulas submitocondriales pueden sintetizar
progesterona y que la cadena de transporte de electrones (la adrenodoxina y la adrenodoxina
reductasa) asociada al citocromo P450scc se encuentra en la membrana interna mitocondrial.
Esto sugiere que para aportar el poder reductor al citocromo P450scc, en la IM3 y OM2, se
encuentra la adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa.

Asimismo, el citocromo P450scc solo transforma al colesterol en pregnenolona; la
sintesis posterior de progesterona depende del complejo 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa-
A*® isomerasa (complejo HSD). Los resultados sugieren que en la fraccion IM3 se encuentra el
complejo HSD, debido a que estos sitios de contacto son capaces de sintetizar progesterona.
En las mitocondrias de la placenta se ha descrito la presencia del complejo HSD tipo | (Beaundoin y
cols.1997), cuya actividad catalitica no es el paso limitante en la via de produccion hormonal
(Cherradi y cols. 1994, 1997, 1998). En este sentido, es posible que la concentracioén del complejo HSD
en la OM2 no sea suficiente para realizar una eficiente transformaciéon de la pregnenolona. No
obstante, es claro que el complejo de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-A*® isomerasa esta
presente en la fracciones IM3 y OM2.

Por otra parte, el colesterol que se transforma en pregnenolona por el citocromo
P450scc es aquel que se encuentra en la membrana interna (IM3), debido a que durante la
sintesis de progesterona no se adiciond colesterol al medio de reaccién. El colesterol de la
membrana externa mitocondrial (OM2) no es accesible para el citocromo P450scc. En este
sentido, Zhang (2002) reporté que la MLN64-START recbmbinante estimula la sintesis de
progesterona en las mitocondrias de la placenta humana, lo que sugiere que esta proteina esté
involucrada en el movimiento de colesterol hacia el citocromo P450scc para la sintesis de

pregnenolona. De hecho, la expresién de una forma dominante negativa de la proteina MLN64
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causa la acumulacion de colesterol libre en los lisosomas (Strauss JF il y cols. 2003).

Un resultado interesante fue la localizacion de la proteina MLN64 en los diferentes tipos
de sitios de contacto, la cual se observé exclusivamente en aquellos derivados de la membrana
externa mitocondrial, pero no en los derivados a partir de la membrana interna. A este respecto,
Bose (2002) reporté que la proteina involucrada en el transporte de colesterol tiene su sitio de
accion en la membrana externa de la mitocondria. Como se muestra en la Tabla 4, la adicion de
la MLN64-START recombinante incrementa 2 veces la sintesis de progesterona en la fraccion
OM2, pero no en la fraccion IM3, lo que apoya la hipétesis anterior.

En resumen, los resultados de este trabajo muestran que la mitocondria de la placenta
human presenta un sitio de contacto particular y que aquellos que contienen toda la maquinaria
necesaria para la sintesis hormonal estan en la fraccion IM3 y la fraccion OM2. El colesterol que
usa el citocromo P450scc se localiza en la membrana interna y el sitio de accién de la MLN64
es en la membrana externa, lo que sugiere su papel en la incorporacion del colesterol a la
mitocondria. Por ultimo, el procedimiento para aislar a los sitios de contacto y la caracterizacién
descrita en este trabajo, es una herramienta muy poderosa para el estudio de las diferentes
proteinas involucradas en el transporte de colesterol a la mitocondria y el como estas trabajan

en la esteroidogénesis de la placenta humana.
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