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CARACTERIZACiÓN DE LOS SITIOS DE CONTACTO EN MITOCONDRIAS

DE LA PLACENTA HUMANA Y SU PAPEL EN LA SíNTESIS DE

PROGESTERONA

RESUMEN

Los sitios de contacto entre las membranas mitocondriales desempeñan 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 través 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 están formados los puntos de unión ni las

proteínas 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 osmótico permitió obtener la separación de las membranas mitocondriales y la

separación de éstas en varias fracciones. Cada fracción contiene diferentes proporciones de

proteínas 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 síntesis 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 adición de la proteína MLN64-START

recombinante, la cual contiene el dominio START asociado al transporte de colesterol , estimuló

la síntesis 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 proteína MLN64 en la esteroidogénesis placentaria.
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ABSTRACT

Contact sites between mitochondrial membranes play a very important role in the cell

metabolism. lt 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.
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INTRODUCCiÓN

Síntesis de Hormonas Esteroides

La esteroidogénesis es el proceso que usa al colesterol como sustrato para sintetizar las

hormonas esteroides, como los glucocorticoides, mineralocorticoides, progestágenos,

estrógenos y andrógenos. Este proceso se lleva a cabo en las glándulas suprarrenales,

gónadas, placenta y cerebro. La velocidad de síntesis de esteroides en los diferentes tejidos

está controlada por diversas hormonas peptídicas, como la hormona adenocorticotrópica

(ACTH), la cual aumenta la síntesis de los glucocorticoides que regulan el metabolismo de los

carbohidratos y las reacciones de estrés provocadas por eventos como la ansiedad y la

agresión, que se caracterizan por la liberación de catecolaminas, cortisol y hormona del

crecimiento. Los mineralocorticoides regulan el balance salino y, por lo tanto, la presión arterial;

la angiotensina 11 y el potasio aumentan su síntesis en la glomerulosa de las glándulas

suprarrenales (Orme-Johnson 1990) . La gonadotropina coriónica (GC) o la hormona luteinizante (LH)

estimulan la síntesis de progesterona en las células del cuerpo lúteo (Niswender 2002) , y la LH

incrementa la síntesis de testosterona en las células de Leydig (Cooke y cols. 1992).

En los testículos, las células de Leydig sintetizan los andrógenos, mientras que en los

ovarios se sintetizan los estrógenos, hormonas que se encargan de los caracteres sexuales

secundarios y la función reproductiva. En la placenta se sintetiza la progesterona, hormona

encargada de mantener el embarazo a mediados del primer trimestre (St rauss y cols. 2000)

La esteroidogénesis en las glándulas suprarrenales y en las gónadas está sujeta a una

regulación aguda, mientras que en el cerebro y la placenta tiene una regulación crónica, la cua

puede tener una duración de horas o días y se da a nivel de la transcripción de genes y la.
proliferación de las células esteroidogénicas. La regulación aguda es de minutos y se da por la

acción de las hormonas tróficas sobre la movilización 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 síntesis de hormonas esteroides es

el transporte de colesterol del citoplasma a las mitocondrias (Brownie y cols. 1972, Simpson y cols. 1979,

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

La vía 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 fenómenos biológicos

más importantes: la conversión del colesterol en pregnenolona, lo cual incluye, como se

mencionó, su transporte desde el citoplasma hasta las membranas mitocondriales. El citocromo

P450scc se encarga de romper la cadena lateral del colesterol para la síntesis de

pregnenolona (P5). El poder reductor para la reacción del citocromo P450scc se aporta en

forma de NADPH mitocondrial a través de la enzima málica, la isocitrato deshidrogenasa

dependiente de NADP+ y la transhidrogenasa (TH). El citocromo P450scc está acoplado a una
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cadena formada por una flavoproteína que recibe los electrones provenientes del NAOPH

denominada adrenodoxina reductasa (AR), una proteína 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 estequiometría de la reacción de transformación del colesterol a pregnenolona es:

colesterol: NAOPH: O2, 1:3:3. De manera particular, en las mitocondrias de la placenta, la

enzima 313-hidroxiesteroide-deshidrogenasa-il-isomerasa (H80), dependiente de NAO+,

transforma la pregnenolona (P5) en progesterona (P4) (Figura 2).

HO#~ II,HO#
Colesterol colesterol

NADP++H~

HO~ 20a-Hidrox¡'
colesterol

NAOPH + H+ + 02

20a.22-dihidroxicolesterol

NAOPH + H+ + 02 CH
I 3

NADP+ + H20 C-O

ro Pregnenolona

HO~
+ isocaproaldehido

MATRIZ

Pregnenolona Membranainterna

Figura 2. Transformación de colesterol en pregnenolona.
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El Metabolismo Esteroidogénico

Glándulas Suprarrenales

El tejido de las glándulas 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 está dividida en tres tipos celulares que forman la zona glomerular, fascicular y reticular.

Las dos últimas sintetizan glucocorticoides (cortisol, desoxicorticosterona) y andrógenos

(dehidroepiandrostendiona), mientras que la zona glomerular sintetiza mineralocorticoides

(aldosterona). El metabolismo esteroidogénico de las zonas fascicular y reticular se regula

principalmente por la cascada de señalización de la ACTH a través del aumento en los niveles

citoplásmicos del AMPc. La esteroidogénesis en la zona glomerulosa se regula principalmente

por la cascada de angiotensina 11 o el K+ extracelular, a través del aumento de los niveles del

Ca2
+ citosólico (Ouinn y cols. 1988). La zona fascicular también responde al mecanismo de

señalización por Ca2
+ (Barbara ycors.isss).

En los tejidos de respuesta aguda, el colesterol se almacena en el citosol en forma de

ésteres de colesterol. La estimulación de las glándulas suprarrenales por la ACTH promueve

que la proteína cinasa A (PKA) active a la hidrolasa que rompe los ésteres de colesterol

permitiendo que el colesterol libre se movilice a la mitocondria (Trzeciak ycols.1973, Behrman ycols. 1972).

El aumento en la hidrólisis de los ésteres de colesterol va aunada a la disminución en la

esterificación y el incremento en la síntesis de novo, mediante la activación de la HMG-CoA

reductasa (Hall 1985) (Figura 3).

Aunque no es clara la dinámica de la distribución del colesterol entre la membrana

plasmática, las pozas citosólicas y las membranas de los organelos, se han propuesto tres

posibles mecanismos: la difusión, el transporte mediado por vesículas y la participación de

acarreadores solubles (Liscum y cols. 1995, Stocco 2000); sin embargo, en los tejidos esteroidogénicos

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

Transporte de Colesterol

En las glándulas suprarrenales se han descrito proteínas relacionadas con el transporte

de colesterol del citoplasma a la membrana externa de la mitocondria y proteínas que lo

transfieren de la membrana externa a la membrana interna mitocondrial.

La proteína 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 fisiológicas tiene una baja especificidad para el transporte de colesterol (Pfeifer y

cols.1993, Chanderbhan y cols.1982, Xu y cols.1989).

9



Reticulo endoplásmico

Progesterona

® +
+@

11-Deoxycortisol

Figura 3. Esquema general del transporte de colesterol para la síntesis de hormonas esteroides. La
estimulación de la esteroidogénesis aguda por la ACTH, se realiza a través de la interacción de esta
hormona con su receptor (R), la proteína G (G) activa a la adenilato ciclasa (AC) activando la síntesis de
AMPc. La cascada de fosforilación involucra a la PKA, ésta activa a la hidrolasa que rompe los ésteres de
colesterol, iniciando el transporte de colesterol a la mitocondria para la síntesis de las hormonas
esteroides . Las lipoproteínas de baja densidad (LDL) captan el colesterol y aumentan su movilización de
los depósitos específicos hacia la mitocondria ocasionando un aumento en la concentración de colesterol
disponible para el citocromo P450scc, e incrementando la síntesis de pregnenolona.

Después de un estímulo con la hormona ACTH, en las glándulas suprarrenales aumenta

el transporte de colesterol del citosol a las mitocondrias; sin embargo, la concentración de la

proteína SCP2 en el citoplasma aumenta después de tratar a las células durante 24 horas con

10



la hormona (Trzeciak y cols.1987); no obstante, el papel de la SCP2 en el metabolismo

esteroidogénico en este tejido aún no es claro.

Otra proteína asociada con el transporte de colesterol es el péptido activador de la

esteroidogénesis, SAP (Steroidogenic Activator Polypeptide), el cual tiene una masa molecular

de 2.2 kDa y es el producto de la hidrólisis de una proteína de choque térmico la GRP-78; esta

hidrólisis depende de AMPc (Mertz y cols. 1989). La SAP requiere de la presencia de GTP para

transportar el colesterol entre las membranas mitocondriales hasta el citocromo P450scc. Se

sabe que esta proteína no es esencial para llevar a cabo el transporte de colesterol en las

glándulas suprarrenales y por lo tanto no regula la síntesis aguda de pregnenolona (Xu y cots. 1997).

En la placenta se identificó la presencia de proteínas G (Thomson y cols. 1998) asociadas a la porina

en los sitios de contacto entre las membranas mitocondriales (Kuyznierewicz y cols. 2002), lo cual

favorece la hipótesis de que el transporte de colesterol es un proceso mediado por proteínas en

las mitocondrias de la placenta humana.

La proteína StAR es la proteína 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 única proteína que se ha demostrado esencial en la

esteroidogénesis (Strauss y cols. 2000, Stocco 2000, Saez y cols. 1984, Orme-Johnson y cols. 1990). La proteína

StAR se identificó inicialmente como una proteína mitocondrial de 30 kDa, la cual aparece

inmediatamente después del estímulo con hormonas tróficas en las células esteroidogénicas

(Strauss y cols. 2003). Se expresa en las gónadas y la corteza suprarrenal, así como en otros tejidos

no esteroidogénicos como el riñón y el cerebro (Furukawa y cols. 1998, Stocco 2001), pero no se expresa

en la placenta humana.

Se sabe que después de un estímulo con ACTH, LH o HCG hay un aumento en la

expresión de RNAm de la proteína StAR mediado por AMPc, lo cual se acompaña de un

incremento en la concentración de la proteína y de su fosforilación, lo que repercute en el

incremento de la esteroidogénesis (Stocco 2001). El precursor de la proteína se sintetiza

rápidamente durante la fase aguda de la esteroidogénesis y experimenta dos cortes

proteolíticos en el extremo N-terminal (Clark y Stocco 1995, Stocco, 2001) dando origen a la forma

madura de la proteína, la cual se degrada una vez que transporta al colesterol y se encuentra

dentro de la mitocondria (Miller, 1995).

La proteína StAR tiene un dominio START, que consiste en aproximadamente 210

residuos de aminoácidos, con una estructura 0/13 compacta que forma un túnel o canal

hidrofóbico 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 proteínas relacionadas

con la proteína StAR denominadas Star04, Star05, Star06, también relacionadas con el

transporte de colesterol, aunque cabe mencionar que son tejido-específicas por ejemplo, 05 se

encuentra en hígado, rinón, ovario y testículo y 06 sólo se localiza en testículo (Romanowski y cols.

2002, Tsuj ishi y Hurley, 2000). Las proteínas de esta subfamilia constan de 205 a 233 residuos de

aminoácidos con un 30% de identidad entre ellas y un 20% de identidad con la proteína StAR y

el dominio MLN64-START (Socio y cols . 2002. Strauss y cots. 2003) .

El papel fisiológico de la proteína StAR se confirmó por los estudios realizados en la

enfermedad denominada hiperplasia adrenal congénita lipoide (Un y cols. 1995, Strauss y cols , 1999), la

cual se caracteriza por los altos niveles de ésteres de colesterol, la acumulación de Iípidos y la

ausencia de esteroidogénesis. Esta enfermedad es una condición letal y presenta mutaciones

en el gen que codifica para la proteína StAR.

Modelos propuestos para el funcionamiento de la proteína StAR

Se han propuesto mecanismos mediante los cuales la proteína StAR transfiere el

colesterol entre las membranas mitocondriales. Stocco (2000) propone que el precursor

citoplasmát ico de la proteína StAR de 37 kOa se une a una proteína de choque térmico, hsp70,

la cual contribuye a la presentación de la proteína a la mitocondria (Figura 4). El modelo incluye

los complejos TOM, TIM y el PBR asociados a los sitios de contacto mitocondriales.

Jefcoate (2002) utilizó de manera particular el punto de unión asociado a la fosforilación

oxidativa como modelo para describir el transporte de colesterol entre las membranas

mitocondriales de los tejidos esteroidogénicos. (Figura 5)

Lehoux (2003), estudió el efecto de la ACTH· en la expresión de la proteína StAR en

glándulas suprarrenales de hámster y rata, proponiendo que para la transferencia de colesterol

la proteína presenta cambios conformacionales necesarios para su función, involucrando una

vía dependiente o independiente de proteínas en el espacio intermembranal o un sistema

transportador de colesterol que involucra la formación de sitios de contacto (Figura 6).
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Figura 4.Modelo de la función de la proteína StAR en la transferencia de colesterol. La estimulación de
hormonas tróficas (1) induce la síntesis del precursor de 37 kDa de la proteína StAR que se asocia con
las proteínas de choque térmico, las cuales impiden su plegamiento. Un fragmento de la proteína que
corresponde a los aminoácidos 63 al 188 (Bose y cols. 1999) es resistente a la acción de las proteasas, una
característica que puede ser importante en la transferencia de colesterol. (2) La proteína de 37 kDa se
asocia con la mitocondria para su importe y procesamiento. La región e-terminal de la proteína StAR
interactúa con componentes de la membrana externa mitocondrial para la transferencia de colesterol a la
membrana interna. La región resistente a las proteasas forma una estructura denominada "glóbulo
fundido" (molten globule) . (3) El colesterol es convertido a P5 y en algunos tejidos esteroidogénicos a
progesterona. (4) El precursor de la proteína es procesado por proteasas de la matriz dando lugar a la
proteína madura de 30 kDa. (5) La proteína StAR se pliega, (6) y se asocia a la membrana interna
mitocondrial. Los sitios de contacto que se forman están enriquecidos con el citocromo P450scc y la
enzima 313-hidroxiesteroide deshidrogenada-disomerasa.
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b

Figura 5. Modelo de localización de la proteína StAR y la transferencia de colesterol en la mitocondria.
La "N" indica la región amino terminal de la forma citoplásmica p37 de la proteína StAR. La "N" encerrada
en un círculo indica la región amino terminal de la forma mitocondrial procesada pp30. (a) Localización de
la StAR. La nueva p37 se asocia a la mitocondria a través de la secuencia N-terminal con la proteína
TOM20. La fosforilación de p37 por la unidad catalítica de PKA (Cat) es facilitada por la interacción de la
subunidad reguladora (R) mediante una proteína adaptadora , PAP7, que se une al PBR ya la porina que
se encuentran en la membrana externa. (b) Transferencia de la StAR a la membrana interna mitocondrial
y liberación del colesterol de la membrana externa hacia el citocromo p450scc. En el paso 1 siguiendo la
interacción con TOM20, pp37 es desnaturalizada por una hsp70 citosólica pasándola a través de la
membrana externa y la membrana interna. Este proceso requiere de la formación de un gradiente de
protones y la ayuda de una hsp70 mitocondrial (HSP70M). Posteriormente, la transferencia de colesterol
a la proteína pp30 se lleva a cabo mediante la unión del PBR activado por una proteína que une
(AcCoABP).acil-CoA (Tomado de Jefcoate 2002).
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Figura 6. Mecanismos propuestos de actividad de la proteína StAR. El RNAm de la proteína StAR se
transcriben después de un estímulo hormonal. La proteína 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 señal es activado para dirigir el importe

dependiente o independiente de proteínas (el). En este modelo se propone que la función de la proteína
StAR es mediante cambios conformacionales a través de estados parcialmente desplegados (Niswender
2002). B. Este modelo propone el funcionamiento de la proteína StAR fuera de la mitocondria usando los
puntos de unión. La proteína se sintetiza y fosforila rápidamente permitiendo que el pépt ido señal
interactúe con la membrana externa para acercarla a un sistema de transporte de colesterol mitocondrial
T. (West y cols. 2001) (Tomado de Lehoux 2003).

Sierra (2004) propuso un modelo para la localización, regulación y posible función de la

proteína StAR en el espacio intermembranal en las células de cerebro. El modelo propone la

interacción del PBR, una proteína que se une a la proteína StAR (SBP) y proteínas con dominio

START para llevar a cabo el transporte intramitocondrial de colesterol. Este modelo, a diferencia
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de los anteriores, propone que la proteína StAR, la cual es esencial para la regulación de la

esteroidogénesis en algunos tejidos, no lo es para las células de cerebro, ya que la proteína

StAR sólo funciona dependiendo de la cantidad de esteroides requeridos para funciones

específicas como mielinización, plasticidad sináptica, neurogénesis y supervivencia neuronal.

La expresión de RNAm de la proteína StAR en cerebro de rata, humano y ratón se confirmaron

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

" ,.
•>,,.,
SBP

Membrana
externa
mitocondrial

Membrana
interna
mitocondrial

Colesterol Pregnenolona

Figura 7. Representación esquemática de la proteína StAR para el transporte de colesterol en células de
cerebro. La proteína StAR se localiza en la membrana externa mitocondrial, el dominio START de la
proteína une al colesterol y lo pasa a través del espacio intermembranal hacia el citocromo P450scc.
Otras proteínas como el PBR, la SBP (proteína 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 proteína StAR y la MNL64 actúan en la transferencia de

Iípidos a través del citoplasma ya que cuentan ambas con el dominio START (Alpy 2005), el cual

interactúa con la membrana a través de la hélice a4 de la región C-terminal; esta interacción

induce cambios conformacionales en las proteínas y abre la cavidad que une a los Iípidos. Una

vez que se une, ésta se cierra y el dominio START transporta allípido a la membrana aceptara

(Figura 8A). El dominio de la proteína 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 transferirlo a la membrana aceptora. Este modelo propone una transferencia rápida

de colesterol (Figura 88).

A

Membrana. aceptors

Citosol
/

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

En el modelo de desabsorción del colesterol propuesto por Strauss y cols. (2003) la región

C-terminal de la proteína StAR interactúa con la membrana externa rica en colesterol causando

su desabsorción hacia la membrana interna mitocondrial, pobre en colesterol, a través de los

sitios de contacto (Figura 9A). Un modelo alternativo de la acción de la proteína StAR es el

modelo de lanzadera intermembranal (Tsujishita y Hurley 2000, Bose y cols. 2002, Strauss y cols. 2003) en donde

la proteína StAR se desplaza en el espacio intermembranal, moviendo al colesterol unido al

dominio START en dirección vectorial entre las membranas mitocondriales (Figura 98).
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Figura 9. Modelo de la desabsorción del colesterol. A. La secuencia señal de la proteína StAR se une a
las traslocasas de la membrana externa (TOM) y a las traslocasas de la membrana interna (TIM) la
preproteína de la StAR es procesada a su forma madura y el dominio START estimula la desabsorción
del colesterol. En el modelo de lanzadera intermembranal (B) la proteína StAR es transportada hacia el
espacio intermembranal en donde es cortada proteolíticamente dirigiéndose a la membrana interna para
liberar al colesterol. El mecanismo por medio del cual la proteína StAR se elimina del espacio
intermembranal aún no se conoce [Strauss y cols. 2003).
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Los sitios de contacto son estructuras especializadas, acopladas estructural y

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 multiproteícos asociados a puntos de unión y al parecer es tejido-específico.

Esto nos permite proponer que existen varios sistemas que involucran a los sitios de

contacto en la regulación de la esteroidogénesis, en respuesta alas necesidades y propiedades

fisiológicas de cada tejido. Los sitios de contacto desempeñan una función crucial, coordinada y

una ruta eficiente para mediar el transporte de colesterol y favorecer la síntesis de hormonas

esteroides.

Gónadas

La LH es el principal agonista fisiológico de la esteroidogénesis de las células de Leydig

(en testículo) a través del receptor acoplado a proteínas G, adenilato ciclasa, AMPc, PKA y la

proteína StAR (Saez 1994). Sin embargo, el efecto del AMPc en la esteroidogénesis depende de la

presencia de Ca2
+ extracelular (Kumar y cols. 1994, Foresta y cols. 1995). El incremento en la

concentración de Ca2
+ citosólico a través de los canales sensibles a voltaje estimula la salida de

los iones CI" provocando un aumento en la síntesis de progesterona (Manna y cols. 1999, Ramnath y cols.

1997). El estímulo por HCG aumenta la concentración de Ca2
+ citosólico que activa la

transcripción de los RNAm de la proteína StAR y del factor de transcripción que la regula, el SF

1 (Dupre-Aucouturier y cols. 2002, Enyeart y cols. 1993), lo que sugiere que el aumento de ambos mensajeros

está asociado a la síntesis de progesterona (Manna y cols. 1999). Otro agonista fisiológico es el ATP;

la presencia de este en cultivos incrementa la concentración de Ca2
+ citosólico, estimulando la

esteroidogénesis (Foresta y cols. 1996), por lo que se ha propuesto que en las células de Leydig este

proceso puede modularse por AMPc y/o Ca2
+ 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 le permiten satisfacer las necesidades del producto. Además, la placenta humana tiene la

función 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 rápidamente en progesterona dentro de la

mitocondria por el complejo enzimático de la 313-hidroxiesteroide deshidroqenasa-a-lsornerasa,

produciendo más de 300 mgJdía.

En el inicio del embarazo, la progesterona actúa como un agente inmunosupresor,

permitiendo la implantación del óvulo fecundado (Thellin y cols. 2000; Niswender 2002) y la continuidad del

embarazo, por lo cual, una disminución de la concentración sanguínea de la progesterona trae

consigo un aborto espontáneo. Durante el primer trimestre del embarazo la producción de

progesterona se lleva a cabo mayoritariamente por el cuerpo lúteo y a partir del segundo

trimestre la placenta es la encargada de la síntesis de esta hormona permitiendo el desarrollo

fetal (Strauss y cols . 2000) y 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 síntesis de progesterona.

En la actualidad se conoce de manera general el mecanismo de control de la

esteroidogénesis que emplean las mitocondrias de las glándulas suprarrenales. Sin embargo,

aunque la placenta también es un tejido esteroidogénico, a la fecha se desconocen los

mecanismos responsables de modular la transformación del colesterol en progesterona durante

el embarazo (Martínez y Strauss 1997, Strauss y cols . 1996). Incluso se han aislado proteínas comunes que

participan en la transferencia de colesterol en los ovarios, los testículos y las glándulas

suprarrenales que no se han detectado en la placenta, lo que indica que este tejido tiene

propiedades esteroidogénicas únicas.

La respuesta mediada por análogos del AMPc como en 8-Sr-AMPc en cultivos de

células del trofoblasto, se lleva a cabo a través de las proteínas cinasas, como la PKA, que

activa a la hidrolasa de los ésteres de colesterol (Strauss y cols. 1992, Strauss y cols . 1977) la PKA también

interactúa con los factores de transcripción, los cuales aumentan la expresión RNAm de la

cadena del citocromo P450scc (Strauss y cols. 1992, Beaudoin y cols . 1997) estimulando la producción de

progesterona (Ringler y cols. 1989).

Otros factores, como la estimulación (in vitro) de hCG (Chaudhary y cols. 1992), estrógenos

(Wunsch y cols.1986, Shanker y cols. 1997), interleucinas (Seki y cols.1997), progesterona (Shanker y cols . 1997),

benzodiazepinas (Bamea y cols.1989) y la fusión celular para la formación del sinciciotrofoblasto

(Strauss y cols. 1992) también están involucrados en el aumento de la síntesis de progesterona.

La adición de lipoproteínas, al medio de incubación como las LDL (Chaudhary y cols. 1992) o

HDL (Lasunción y cols . 1991), incrementa la síntesis de progesterona en las células del trofoblasto en

cultivo, sugiriendo que el contenido de colesterol en las membranas mitocondriales limita la

síntesis de progesterona. Algunos agonistas, como los estrógenos, además de activar la
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cascada de señalización de AMPc, promueven la incorporación celular de las lipoproteínas al

aumentar el número de receptores para LDL (Wunsch y cols. 1986, Shanker y cols. 1997).

Como se mencionó, el transporte de colesterol es un proceso mediado por proteínas, y

la placenta no es la excepción, ya que tanto la incorporación de colesterol como la síntesis de

pregnenolona son sensibles al tratamiento con tripsina (Martínez y cols . 1988, Espinosa-García y cols. 2000).

Aún cuando se ha descrito un papel importante para la proteína StAR en la

esteroidogénesis de las gónadas y de las glándulas suprarrenales, ésta no se encuentra en la

placenta (Sugawara y cols . 1995). Sin embargo, se ha reportado que la proteína endosomal MLN64

podría llevar a cabo las mismas funciones que la proteína StAR transportando el colesterol a las

mitocondrias de la placenta humana. La MLN64 tiene una identidad del 60% con la proteína

StAR y ambas cuentan con el dominio START que une colesterol (Strauss 2000, Tsujishita y cols. 2000)

(Figura 10).
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Figura 10. Modelo general propuesto para el transporte de colesterol en gónadas, glándulas
suprarrenales y placenta humana.
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La proteína StAR y la MLN64 se localizan en organelos diferentes en las células (Clark y

cols. 1994, Alpy Y cols. 2001), pero tienen propiedades biofísicas y funcionales similares (Tuckey y cols.

2004). La MNL64 se encuentra en la membrana endosomal mediando la movilización del

colesterol a su aceptor citosólico o a la membrana plasmática (Figura 11). ( Naureckiene y cols. 2000,

Alpy Ycols. 2002).

El dominio START, como se mencionó, promueve significativamente la esteroidogénesis

en las células del trofoblasto (Watari y cols. 1997) y puede unir colesterol en relación 1:1 (Tsujishita y

Hurley 2000), por lo que se ha propuesto que la proteína MLN64 podría ser el factor proteico que

module la esteroidogénesis placentaria . En el 2002, Zhang y colaboradores demostraron que la

MLN64-START recombinante estimula la síntesis de progesterona en la mitocondria aislada de

la placenta humana a término, lo que sugiere que la MLN64 podría participar en la síntesis de

hormonas esteroides en la placenta. Hay que resaltar que el dominio START de la MNL64 y de

la proteína StAR unen colesterol, aumentando su transporte así como la síntesis de esteroides

cuando se adicionan de manera exógena en las mitocondrias aisladas (Strauss y cols. 2003).

?

Citoplasma

Lumen

NPC1

COO'

NPC2

Proteína de union a
esteroles

MLN64

Figura 11. Modelo propuesto para la función de la proteína MNL64 endosomal. El endosoma contiene 3
proteínas asociadas con el transporte citosólico de colesterol, una proteína localizada en el núcleo del
endosoma, NPC2, y dos proteínas asociadas a la membrana, NPC1 y MLN64. NPC2 une colesterol y se
lo presenta a NPC1 (permeasa) que lo transfiere a la proteína MLN64, que sufre una hidrólisis liberando
el segmento soluble que contiene el dominio START, el cual a su vez puede transportar el colesterol una

. proteína citoplásmica con dominio START, designada como START-X, o bien a la membrana plasmática
o del retículo endoplásmico (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-específico (Espinasa-García y cols. 2002). En este sentido, las mitocondrias

aisladas de placenta humana muestran una disminución en su capacidad esteroidogénica

después de ser tratadas con tripsina; sin embargo, el uso del 22-hidroxi-colesterol, un esterol

que atraviesa libremente las membranas biológicas y puede ser usado como sustrato del

P450scc, permite la síntesis de progesterona en las mitocondrias tripsinizadas, lo que sugiere

que existe un sistema proteico encargado del transporte e incorporación del colesterol en las

mitocondrias de la placenta humana a término.

Sitios de contacto

La presencia de los sitios de contacto o puntos de unión entre las membranas

mitocondriales se describió por primera vez por Hackenbrock en 1968, siendo definidos como el

lugar en el cual se realiza una semifusión de las membranas mitocondriales, produciendo una

estrecha proximidad entre ellas (Reichert y Neupert 2002). La formación de estos sitios es un

fenómeno rápido y dinámico, donde se crea un ambiente en el cual diversas proteínas y

enzimas conforman un complejo multienzimático eficiente para diferentes funciones

mitocondriales, tales como el transporte de proteínas (Schtz 1996, Takatlidis ycols, 1996, Vass y cols, 1999,

Mari ycols. 1998, Matauscheck ycols, 2000, Hoogenraad ycols . 2002), la fosforilación oxidativa (Adams ycols . 1989), la

apoptosis (Crompton, 2000 Shimizu y cols , 2001), el poro de transición de la permeabilidad (Crornpton 1999,

Dalder y cols. 2001) y la esteroidogénesis (Jefcaate y cols, 1992, Stocca 2000). (Figura 12). Cabe mencionar

que la formación de estos sitios de contacto involucra la agregación o disgregación de proteínas

específicas y depende de los requerimientos de la función mitocondrial.

Aunque cada tejido esteroidogénico presenta sus propios medios para modular la

producción hormonal, se han desarrollado modelos para explicar el transporte mitocondrial de

colesterol a través de los sitios de contacto (Strauss , Martínez yKiriakidu , 1996).

En cuanto a la translocación de proteínas en la mitocondria, se ha observado que es

necesaria la formación de los sitios de contacto que involucran la unión de al menos dos

complejos de proteínas, las translocasas de membrana externa (TOM) y de membrana interna

(TIM), así como diversas proteínas de choque térmico. Este sitio de contacto formado promueve

el transporte de proteínas y favorece el correcto plegamiento de las mismas dentro de la

mitocondria para adquirir una conformación funcional (Wiedemann y cols , 2004. Rassaw 1999, Baker 1996,

Pfanner 1994, Stuart 1994, Voos y cols . 1999, Mari y cols . 1998, Rapoport 2002, Jefcaate 2002).
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Figura 12. Diferentes sitios de contacto propuestos para algunas funciones mitocondriales.

Para la fosforilación oxidativa, se ha involucrado la formación de sitios de contacto, en

donde proteínas como la porina, la creatina cinasa y el translocador de adenín nucleótidos se

agregan para la síntesis el ATP.

La formación de los sitios de contacto se puede inducir por algunos efectores, por

ejemplo, la ACTH. Halestrap (1986) y Connern (1996) sugieren que la estimulación por ACTH

produce cambios en el volumen mitocondrial como consecuencia del movimiento de K+, el cual

está asociado con cambios físicos, morfológicos y con el aumento del número de sitios de

contacto entre las membranas. Se sabe que las diferentes membranas biológicas presentan

una composición Iipídica particular y se ha propuesto que esto repercute directamente en el

contenido de colesterol de cada bicapa membranal (Hoppel y cols, 2002). Más aún, se ha reportado
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que la ACTH que estimula la síntesis de hormonas esteroides, también incrementa la síntesis

de fosfolípidos (Kimura 1986. Happel y cols . 2002), aparentemente como resultado de una síntesis de

novo del ácido fosfatídico, lo que favorece la producción del fosfatidilinositol y la

fosfatidiletanolamina. Estos fosfolípidos, al acumularse en la membrana externa mitocondrial,

favorecen la unión de las proteínas que conforman el sitio de contacto. Por lo tanto se concluye

que la ACTH está involucrada de manera directa e indirecta en la inducción de estos sitios.

Ardail (1990) reportó que la cardiolipina se incrementa en los sitios de contacto, por lo que

se sugiere que este fosfolípido podría estar involucrado en la formación de los sitios de

contacto, induciendo un cambio en la configuración lamenar de las membranas a una estructura

hexagonal (Hu) 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 está relacionada con el contenido de colesterol en otras

membranas biológicas (Ridway 2000, Haekstr e Ijzendaarn 2000)

Los sitios de contacto propuestos para la apoptosis involucran proteínas como el VDAC,

el translocador de adenín nucleótidos, la ciclofilina O y la hexocinasa 11. En este modelo, el

VDAC se une a la hexocinasa 11 e impide la salida de proteínas del espacio intermembranal,

inhibiendo la apoptosis. Asímismo, el PBR se une a proteínas anti-apoptóticas como Bc12,

formando un canal en la membrana externa para modular la permeabilidad mitocondrial a través

de la interacción del VDAC con el translocador de los adenín nucleótidos (Shi y cols, 2003).

Finalmente, Jefcoate, basándose en el modelo descrito originalmente por Brdiczka en

1991 para la fosforilación oxidativa, propuso que el octámero de la creatina cinasa (CK), la

porina (Martínez y cots. 1997, Papp y cols , 1995), y el translocador de adenín nucleótidos (ANT)

constituyen la estructura básica de los sitios de contacto (Dalder y cols, 2001, Beutner y cols, 1996), los

cuales, al interactuar con otras proteínas como la glicerolcinasa (Vyssakikh y Brdiczka, 2004), la

hexocinasa 1I (Pastorina y cots, 2003, Ohlendieck y cols. 1986, Levrat y t.oulsot, 1992), la glutatión transferasa, la

adenilato cinasa, la nucleótido difosfocinasa, el VDAC (Gincel y cols, 2001, Vyssakikh y cols 2002, 2004), una

fosfoproteína 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 proteína

StAR, la cual une con alta afinidad al colesterol, interactúa con el receptor periférico a

benzodiacepinas a través de la unión con la PKA dependiente de AMPc y la PAP7 que se

encuentra asociada estrechamente con el PBR. Al parecer esta interacción permite el transporte
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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 formación de sitios de contacto y las proteínas 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

translocación de proteínas en las mitocondrias de órganos esteroidogénicos, como las

glándulas suprarrenales y las gónadas, implica que estos puntos de unión 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 proteína StAR hacia el interior de la mitocondria. Más aun, Bose y cols. (2002)

mostraron que la StAR y la Tom 20 que se encuentra en el complejo TOM, están estrechamente

relacionadas en el transporte del colesterol hacia el interior de la mitocondria para la síntesis de

hormonas esteroides (Artemenko 2001, Tsujishita y Hurley 2002).

Citoplasma

Translocasas
de membrana

ext rna

Espacio
intermembranal

Membrana
externa

Membrana
interna

Componentes
de la cadena
de transporte
electrónico

Matriz

Citocromo C

Figura 13. Modelo de la formación 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 adenín nucleótidos (ANT), el VDAC que se localiza en la membrana
externa formando un canal que permite la distribución de iones y metabolitos, así 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 proteína StAR une
colestero l en el citoplasma y lo transf iere al PBR localizado en la membrana externa. La fosforilación de
la StAR por la unidad catalítica de la PKA se facilita por la interacción con una proteína denominada
PAP? que se une al PBR y al VOAC. El transporte de colesterol involucra al PBR que es activado por una
endozepina (OBI) así, el colesterol pasa al citocromo P450scc para la síntesis de progesterona (P4)
(Tomado de Lacapére y Papadopoulos 2003).

Por otra parte, se han descrito enzimas capaces de hidrolizar nucleótidos unidas a los

sitios de contacto en las mitocondrias de la placenta (Barash y cols. 1991, Flores-Herrera y cols. 1991). Se

reportó la actividad de la ATP-difosfohidrolasa (apirasa) extramitocondrial que no desacopla la

respiración (Flores-Herrera y cols. 1999); esta enzima se encuentra orientada hacia el lado citoplásmico

y se inhibe por vanadato (Martínez y cols. 1995), es la responsable de que el ATP estimule la

respiración al degradarlo a ADP. Sin embargo, la presencia de esta apirasa no genera un ciclo

fútil y parece estar regulada por el estado energético de la mitocondria (Flores-Herrera y cols. 1999).

Se reportó que la apirasa está relacionada con la síntesis de progesterona, ya que el

fSBA, un análogo del ATP, que se une de manera covalente a enzimas que emplean

nucleótidos 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 hipótesis 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 glándulas suprarrenales, las
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cuales requieren de GTP y una GTPasa.

También se propuso que algunas proteínas de choque térmico (Hsp) están relacionadas

no solo con procesos de transporte, transducción de señales y translocación de proteínas, sino

con la función 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 expresión de hsp70

afecta la capacidad esteroidogénica mediante la disminución de la expresión de los RNAm de la

proteína StAR, disminuyendo el transporte de colesterol y la síntesis de hormonas esteroides

(Zhiming y cols. 1997).

En otros tejidos esteroidogénicos como el cuerpo luteo de la rata, la síntesis de hsp70

inhibe la síntesis de progesterona inducida por la hormona luteinizante (LH) sin afectar los

niveles de AMPc. Aunque el mecanismo por el cual la hsp70 modifica la síntesis de esteroides

no es claro, se propone que estas chaperonas están estrechamente relacionadas con la

proteína 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 cómo éstas pudieran estar

relacionadas en la modulación de la esteroidogénesis.

En este trabajo experimental se aislaron los sitios de contacto de las mitocondrias de la

placenta humana a término y se caracterizó su composición proteica y su capacidad

esteroidogénica. Con respecto a su composición, se demostró que los sitios de contacto

presentan diferentes proteínas que típicamente 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 adición del dominio START de la proteína MLN64

produjo una estimulación en la síntesis de progesterona en los puntos de contacto derivados de

la membrana externa, lo que apoya la hipótesis de que esta proteína 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 composición proteica y función de los sitios de contacto

esteroidogénicos de las mitocondrias de la placenta humana a termino
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To understand the functional compartmentalization of human placental mitochondria, we analyzed the composition and ste
roidogenic activity of contact sites. Several fractions conta ining contact sites were isolated using osmotic shock treatment and
sucrose gradient centrifugation. These fractions contained various proteins and marker enzymes associated with mitochondrial
membranes. The fractions containing the cytochrome P450 side chain cleavage system, cholesterol, nicotinamide adenine dinu
cleotide phosphate-isocitrate dehydrogenase, porin, and adenosine 5'-t riphosphate-diphosphohydrolase activity showed the ca
pacity to synthesize progesterone. Our observations indicate that al! necessary elements and enzymes for steroidogenesis are present
and function al 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). Al! rights reserved.

Key words: Human term placental mitochondria; Contact sites; Progesterone synthesis; Marker enzymes; Mitochondrial cytochromes ; Porin ;
Isocitra te dehydrogenase

The process of steroid hormone synthesis requires
cholesterol transport from cytoplasm to mitochondria,
cholesterol incorporation into the mitochondrial mem
branes , and its transformation into pregnenolone (P5)1
by the cytochrome' P450 side chain c1eavage system
(P450scc) [1]. It is thought that cholesterol 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].

• Cor respond ing author. Fax: +11-5-616-2419.
E-mail addresses: fedem@pine.servidores.unam.mx. fedem@bq.

unam.mx (F. Mart ínez).
I Abbreviations used: P5, pregnenolone; P450scc, cytochrome P450

side chain cleavage system; TOM , translocases of the outer membrane;
TIM , translocases of the inner membrane; StAR , steroidogenic acute
regulatory protein ; SDH, succinate dehydrogenase; MAO, monoamine
oxidase; ADK, adenylate kinase; CK, creatine kinase; hsp, heat shock
prote ins; P4, progesterone ; ICDH, isocitrate dehydrogenase; HSD,
hydroxysteroid dehydrogenase .

The apposition of the inner and outer membranes,
where specific proteins are located or tran sferred from
the cytoplasm into the mitochondria, defines contact
sites. Formation of contact sites is thought be a dynamic
phenomenon. They may be a transient environment
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, JO], the permeability transition pores [11,12],
and steroidogenesis [13]. For example, the contact site for
protein translocation in mitochondria involves several
proteins , including heat shock proteins, the translocases
of the outer membrane (TOM) complex, and the tran 
slocases of the inner membrane (TIM) proteins [14-17] .

Several hypotheses about how contact sites are
formed have been proposed. Halestrap and Dunlop [18]
and Connern and Halestrap [19] suggested that hor
mone stimulation of cel1s increases the mitochondrial

0003-9861/03/$ - see front rnatter © 2003 Elsevier Science (USA). AH rights reserved.
doi:1O.1016/S0003-9861(03)00097-3
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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 mitochondrial volume . In any
case, ACTH increases the size and number of contact
sites, which in turn could facilitate the passive transport
of cholesterol from the outer (cholesterol-rich) mem
brane to the inner (cholesterol-poor) membrane.

With regard to a complex contact site originally de
scribed for oxidative phosphorylation by Brdiczka [20],
Jefcoate et al. [13] proposed that octameric creatine ki
nase with other proteins such as porin , A DP/ATP
translocator, hexok inase, glutathione transferase, a
phosphoprotein of 30 kDa (Iater shown to be the ste
roidogenic acute regulatory protein), and the peripher
al-type benzodiazepine receptor could comprise 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 (Hu). 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
tial role in the intramitochondrial transport of choles
terol in adrenal glands and gonads [27]. StAR has 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 transport) may be
expressed immediately prior to or during the translo
cation of StAR by the TOMITIM 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 22-0H choles
terol , a sterol that freely crosses biological membranes,
mitochondria treated with trypsin synthesized pregnen
olone at a rate similar to 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% sirnilarity with StAR [39], could be
associated with cholesterol transport in trophoblast cells
[40]. Recently, Zhang et al. [41] demonstrated that the
MLN64 START dornain increases progesterone syn
thesis when added to intact human term placen tal 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. It was observed that there was
enrichment in severaI 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.

MateriaIs and rnethods

Iso/ation ofmitochondria

Human placen tal mitochondria were isolated as
previously described [2] . Protein was determined as de
scribed [42], using bovine serum albumin as standard.

Iso/ation of contact sites

Contact sites were isolated with modifications to the
method reported by Ardail et al. [23]. Briefiy, 20-25 mg
of mitochondrial protein was incubated in an ice bath
with 10mM H3P04, adjusted to pH 7.3 with Tris base in
the presence of 10ug/ml aprotinin, l mM phenylmeth
ylsulfonyl fiuoride, and 10ug/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
12,500g for 10min oThe pellet contained mitoplasts, and
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the supernatant cont ained the outer mitochondrial
membranes. Th is supernatant was centrifuged at
I37.000g for I h to separate the outer membrane s.

The mitoplasts were incubated in I mM H3P04 , ad
justed to pH 7.3 with Tris base, for 20 min in an ice bath;
then sucrose was added to reach a concentration of
0.31 M and the mixtu re was incubated for another
20 min in the ice bath and centri fuged at 102.000g for
I h. The pellet contained the inner membranes .

Each membrane fraction was sonicated four times in
an ice bath for 5 s, in an MSE Soniprep 150 at maximal
output. Outer and inner membranes were layered over a
discontinuous sucrose gradient (1.06 to 1.29g/mI densi
ties) and centrifuged at 96,000g for 20 h at 4 oc. 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, I mM EDTA, with pH ad
justed with Tris base to 7.4, and recovered by centrifu
gation at 137,000g for 30 min at 4 oc. The protein
content in each band was determined as noted aboye.

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¡.tgof protein were analyzed. The
polypeptides from SDS-PAGE were blotted onto
polyvinylidene f1uoride 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 b (1:20,000), and cyto
chrome CI (1: 50,000).

Enzyme assays

Succinate deh ydrogenase (SDH) activity, a marker of
the inner mitochondrial membrane, was assayed in
50mM phosphate buffer, pH 7.4, containing 1.1 mM
phenazine methosulfate, 80 ¡.tM dichlorophenol indo
phenol, and 20 mM succinate. The final reaction volume
was 1 mI with 50 pg of mitochondrial protein. The re
action was followed at 600 nm at 30oc. A molar ex
tinction coefficient of 21 mM - 1 was used for calculation
of enzyme activity.

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

Adenylate kinase (AD K), a marker of the inter
membrane space. was assayed in the following mixture:
0.2 M T ris buffer. pH 7.3, 0.3% Tween 20, 5 mM ADP,
10 U hexokinase, 10 U glucose-6-phopshate dehydro
gena se, 5mM MgCI2, 0.2mM NADP+, and IOmM
glucose. The reaction was started by addition of 50 ¡.tg of
mitochondrial protein. The final reaction volume was
3 mI. lncubations were carried out at 30 "C and the
forma tion of NADPH was followed at 360 nm accord
ing to Schnaitm an and Greenwalt [45]. A mola r
extinction coefficient of 6.22mM- 1 was used for calcu
lation of enzyme activity.

Creat ine kinase (CK) activity, a marker of the con
tact sites. was det ermined using reagents purchased from
Sigma (DGI47-K ) and the manufacturer's instructions;
50 ug of mitochondrial protein was assayed at 37 "C in a
final volume of 1mI.

Apyrase assay

Hydrolysis of ATP , ADP, CTP, or GTP by apyrase
(EC 3.6.1.5) was measured in 30 mM Tris-HCI, pH 8,
containing I mM MgCI2 with 50 ug of mitochondrial
protein at 37 ce. The final volume was 0.5 mI. The hy
drolysis reaction was started by the addition of 4 mM
each nucleotide after 5 min incub ation. Trichloroacetic
acid was added (6%) to stop the reaction and the mix
ture was then centrifuged at 4500g for 10min at 4 oc. An
aliquot (0.5 ml) of the clear supernatant was used to
determine the concentration of the phosphate released
using the meth od described by Sumner [46]. The hy
drol ysis of ATP, ADP, CTP, or GTP was assayed in
each contact site band o

Cholesterol content in contact sites

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

Progesterone synthesis by contact sites

The synthesis of progesterone was determined in a
reaction mixture containing 120mM KCI, IOmM
4-morpholineethanepropanesulfonic acid, 0.5 mM EGTA.
IOmM isocitrate, 0.2% bovine serum alburnin, 2mM Pi,
2 mM ADP, O.4¡.tg ap rotinin/O.l mI in a final volume of
0.1 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 times. 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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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 <O.OS was considered significant.

Data analysis

The antibodies for heat shock protein were purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA) . Anti-porin (VDAC, Ab-l) was purchased from
Oncogene Res. Products (Boston , MA, USA). P4S0scc
and MLN64 antibodies have been previously described.
Antibodies against cytochrome b and CI were a generous
gift from Dr. Diego Gonzalez-Halphen and were pre
pared by Miriam Vázquez, from the Instituto de Fisio
logía Celular, National University of Mexico, Mexico.
AH other reagents were purchased from Sigma Chemical
Co . (St. Louis MO, USA).

Fig. l . Isolation of contact sites from human term placental mito
chondria. The different contact sites observed during the isolation
process after osmotic shock of human placental mitochondria are
shown. From the inner mitochondri al membrane , four different
contact sites were col1ected with the fol1owing densities: 1MI 1.\0
1.\4g/ml. 1M2 1.1 5-1.18g/ml, 1M3 1.20-1.22 g/mI, and IM4 1.24
1.26g/ml. From the outer mitochondrial membrane, three band s were
col1ected: OMI 1.\0-1.14g/ml,OM2 1.19-1.21 g/ml, and OM 3 1.22
1.24g/mI.
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Several bands were obtained on sucrose gradients in
the process of isolation 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 I (OMI) from outer
membranes was located in the density range 1.10-1.14 g/
mI, band 2 (OM2) between 1.19-1.21 g/mI, and band 3
(OM3) between 1.22S-1.24 g/mI. For inner membrane,
the densities for each band were band I (IMI) 1.10
1.14g/mI, band 2 (1M2) I.IS-1.I8 g/mI, band 3 (1M3)
1.20-1.22 g/mI, and band 4 (IM4) 1.24-1.26 g/mI. These
patterns were observed in all the isolation experiments

ResuIts

Table 1
Enzyme activities observed in contact sites isolated from human placental mitochondria

SDH MAO ADK CK

Inner membrane
IMI 15.7 ± 5.6 12.0±4.1 10.2 ± 2.4 1.2 ± 0.7
1M2 11.5± 6.1 16.9 ± 4.2 3.2 ± 0.8 8.6 ± 1.5
1M3 74.6± 10.8 15.6 ± 6.0 18.9±3.1 26.2 ± 7.3
IM4 47.9 ± 7.2 6.7 ± 2.9 4.1 ± 1.3 15.9 ± 5.1

Outer membrane
OMI 9.7 ± 2.9 27.3 ± 5.4 9.8 ± 2.4 0.72 ± 0.3
OM2 10.6 ±0.8 20.3 ± 4.8 30.7 ± 5.6 11.4 ± 1.1
OM3 4.6 ± 2.5 11.7 ± 2.6 12.7 ±2.7 1.4 ± 0.8

11=6 11=6 11=4 n =3

The enzyme activities were determined as described under Materials and methods . Results are expressed as nmol DCPIP/mg/min for succinate
dehydrogenase (SDH) , nmol benzylamine!mg/min for monoamine oxidase (MAO). nmol NADP reduced/mg/min for adenylate kinase (ADK), and
J.IKatlml for cretine kinase (CK). Each experiment was performed in triplicate . The values shown are the mean ± SD from three to 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 bando The presence of proteins previously reported
to be located in contact sites, such as porin and creatine
kinase, was determined, in addition to other proteins
related to steroidogenesis, such as cytochrome P450scc.

Table l shows that CK activity was highest in the
1M3 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 aH 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 OM l and OM2 fractions (Fig. 2).

hsp 27

1M OM
e 1 2 3 4 e 2 3

107 kDa 1 ~ hsp 90~ '.
-l'

74kDa hsp 72

20.9 kDa

36 kDa

49.3 kDa

Fig. 4. Western blot of heat shock proteins in placental contact sites.
The dilution used for each hsp antibody is described under Materials
and methods. The results shown are from a representa tive experiment.
e is the inner or outer total membrane befare the isolation of contact
sites on sucrose gradients . Molecular weight markers in kDa. as in
dicated at left side.OM1M

e 1 2 3 4 e 123

Fig. 2. Presence of porin in contact sites isolated from placental mi
tochondria. The lines indicate the different contact sites isolated from
placental mitochondria. Each band was collected, washed, and con
centrated as described under Materials and methods . Western blot
analysis of mitochondrial fractions from human placental mitochon
dria was done using 25 ug of protein . e is the inner or outer total
membrane before the isolation of contact sites in the sucrose gradients .

Fig. 3. ATP-diphosphohydrolase 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 placen tal mitochondria is solely catalyzed by apyrase
since the H+- F¡-ATPase exclusively hydrolyzes ATP. Data are the
mean + SD from three different experiments done in triplicate . The
hydrolysis by the 1M and üM membranes before collecting the dif
ferent contact sites was taken as 100%. The total activity is expressed
as nmol of Pi releasedltotal mg obtained in each fractionlmin. The
total activities varied for IMe were 3200-8000 for ATP-Mg, 2000
8400 for ADP-Mg, 2000-63,000 for CTP-Mg, and 3000-7000 for
GTP-Mg. For üMe, total activities were 3200-16,000 for ATP-Mg,
2400-12,000 for ADP-Mg, 2000-12,500 for CTP-Mg, and 1500
14,500 for GTP-Mg.

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 coIlected. The results showed
apyrase activity in aIl contact sites (Fig. 3). However,
70% of total apyrase activity was contained in the 1M3
and OM2 fractions .

Different 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 1M contact sites compared to the starting
preparation (C in 1M from Fig. 4), with the highest
abundance observed in the 1M2 and 1M3 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 aIl fractions .

Fig. 5 shows that cytochrome b is distributed differ
entiaIly in each contact site fraction with 1M3 being the
fraction with the highest cytochrome b concentration.
Cytochrome el 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. 1M3 and OM2 had the highest cho
lesterol contents (Fig. 7), with OM2 having significantly
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Fig. 6. Identification of cytochrome P450 side chain cleavage in contact
sites from placental mitochondri a. The detennination of cytochrome
P450scc was described under Materials and methods. C is the inner or
outer total membrane before the isolation of contact sites in sucrose
gradients . Molecular weight marker in kDa, as indicated at left side.

Fig. 5. Identification of respiratory chain cythocromes. Cytochromes b
and e were identified in placental contact sites. Cytochrome b was
observed in all fractions from inner mitochondrial membrane, but not
cytochrome c. C is the inner or outer total membrane before the iso
lation of contact sites in sucrose gradients; M, mitochondr ia. Molec
ular weight markers in kDa, as indicated at left side. A 35
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findings are consistent with the notion that MLN64
delivers cholesterol and acts on the outer mitochondrial
membrane [41].

We then decided to determine whether 1M3 and OM2
were able to synthesize P4. We found that both 1M3 and
OM2 fractions synthesize P4 at minimal rateoHowever,
when 2 mM NADP+ was added , a significant increase in
P4 synthesis was observed in the 1M3 fraction; while P4
synthesis in OM2 was lower (Fig. 9). These results
indicate that NADP-isocitrate dehydrogenase was

Fig. 9. Progesterone synthesis in 1M3 and üM2 isolated from placental
mitochondria. P4 synthesis was assayed as deseribed under Materials
and methods. Results are the means ± SD frorn four different experi
ments perfonned in triplicate. (A) Progesterone synthesis by 1M3; (B)
progesterone synthesis by üM2.

Fig. 8. Western blot for MLN64-START domain. START Western
blotting was perfonned as described under Materials and methods. C
is the inner or outer total membrane before the isolation of cont act
sites in sucrose gradients. Molecular weight marker in kDa, as indi
eated at left side.
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IMI 3.9 ±0.7
1M2 7.6±0.8
1M3 55.9 ± 9.2
IM4 7.4 ± 0.5

üMC 72.8 ± 8.2
üMI 24.2 ±4.6
üM2 14.6± I.7
üM3 5.2 ±0.9

IMC and üMC are the inner and outer mitochondrial membrane
fraetions prior to isolation of the respective contaet sites on sucrose
gradient. Results are the means from three to four different experi
menls±SD.

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

Speeificaetivity (nmoUmglmin)

31 2

OM

HPM C 1 2 3 4 C---_.....::...
1M

Fig. 7. Concentration of cholesterol. Cholesterol was detennined as
described under Material and methods. C is the inner or outer total
membrane before the isolation of contaet sites on sucrose gradients.
The cholesterol content of üM2 is significant1y greater than those of
other üM contact sites (p < 0.05). The eholesterol content of 1M3 is
significantly greater than that of IM4 (p < 0.05).

greater cholesterol than the other OM contact sites and
1M3 having greater cholesterol levels than IM4. The
presence of proteins containing the MLN64-START
domain in the mitochondrial fractions was also ana
Iyzed. The results showed that the 55-kDa, full-Iength
MLN64 was present in all OM contact sites (Fig. 8), but
it was virtually absent from 1M contact sites. These
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Results are the means from the indicated number of separate ex
per iments (in parentheses) ± SO.

Table 3
Progesterone synthesis by different contact sites in the presence (+) or
the absence (- ) of 2 mM NAOP+ .

P4 synthesis in the corpus luteum and adrenal cortex
[56-59].

As shown in Fig. 6, cytochrome P450scc was found in
1M3, with lesser amounts detectable in OM contact
sites. This result is expected given the localization of
cytochrome P450scc in the inner mitochondrial mem
brane. When cholesterol was quantified , its highest
concentration per milligram of mitochondrial protein
was in OM2, consistent with the known distribution of
mitochondrial cholesterol , which is highest in outer
membranes [60]. However, cholesterol should be found
in the mitochondrial membrane microdomains accord
ing to its functional role. This could explain why 1M3,
where most inner mitochondrial markers were observed ,
also showed a high cholesterol concentration. Therefore,
we assumed that 1M3 contains al! the e1ements necessary
for P4 synthesis. This assumption appeared to be in
correct when P4 production was determined in the ab
sence of NADP+ (Fig. 9). The fol!owing results were
obtained when we determined P4 synthesis in the con
tact sites: 12.6% IMI , 14.4% 1M2, 63.1% 1M3, 9.9%
IM4, 19.2% OMl , 71.8% OM2, and 9% OM3 of the
combined total P4 synthesis by 1M or OM fractions
taken as 100%. Although al! contact sites synthesized
P4, 1M3 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 conten ts. However, when 2 mM NADP+ was
added , P4 synthesis by 1M3 increased 20 times and al
most sixfold in OM2, a response which was not ob
served in the other fractions (Table 3). These results
have several important implications. First, they suggest
that NADPH was produced in both contact sites, but
mainly in 1M3. This indicates that NADP-dependent
isocitrate dehydrogenase (lCDH-NADP) is present in
1M3 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 mem
brane, since 1M3 was the fraction where P4 synthesis
was highest. This assumption was confirmed when the

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. OM 1 and 1M3 were the
fractions with the highest NADP-ICDH activity, al
though significant NADPH-ICDH activity was present
in OM2 (Table 2).

Discussion

The mechanisms control!ing steroidogenesis in hu
man placental mitochondria 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 to other steroidogenic tissues, contact sites
have been pro posed as the gate for cholesterol to
P450scc in placental mitochondria [38] and, although
the specific protein components required for choles
terol transport are unknown , there is a consensus that
the basic structure for al! contact sites ineludes 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
mitochondria, since porin was observed in al! fractions
collected. 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 particular proportion of inner
and outer mitochondrial membrane, as demonstrated
by the analyses of the different marker enzymes shown
in Table l. Cytochrome b is also presento It is im
portant to point out that Na/K-ATPase activity was
not detected in any fraction , indicating no contami
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 pattern from several prepara
tions did not show significant differences, which indi
cates 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 1M3 and OM2 (Fig.
3), corresponding to fractions also containing CK ac
tivity and porin, two elassical markers of contact sites
[55]. 1M3 and OM2 also showed an enrichment in hsp 72
compared to starting material , a protein associated with

Fraction

IMI
1M2
1M3
IM4
OMI
OM2
OM3

Progesterone synthesis (nglmIlO.1mg)

- 2 mM NAOP- +2mM NAOP+
\.03 ±0.30 (11) 1.05±0.49 (13)
0.92 ± 0.06 (11) 1.65± 0.52 (14)
1.67± 0.36 (9) 29.9 ± 4.36 (19)
0.76±0.36(5) 1.24±0.16 (9)
\.44 ± 0.09 (5) 1.54± 0.08 (11)
\.09 ± 0.33 (11) 7.36 ± 0.61 (14)
0.30 ± 0.06 (7) 0.74 ± 0.11 (10)



A. Uribe et al. I Archives 01 Biochemistry and Biophysics 413 (2003) 172-181 179

Fig. 10. Proteins in the different contact site fractions isolated from
human placental mitochondri a. Proteins were separated on SDS
PAGE and detected by silver staining. C is the inner or outer total
membrane before the isolation of contact sites in sucrose gradient s.
Molecular 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 1M3. Similar results were obtained in an analysis of
contact sites from adrenal mitochondria [61].

It 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).
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Second, adrenedoxin and adrenedoxin reductase
must be present in 1M3 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
submitochondrial particles [62], and the binding of this
electron transport chain coupled to cytochrome P450scc
to the inner mitochondrial membrane was suggested.

Third , our results suggest that 3~-hydroxysteroid

dehydrogenase (HSD)-i14-sisomerase is also present in
1M3, 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 3~-HSD activity and, therefore, P4 pro
duction was lower. In any case, the complete system for
P4 synthesis is evidently present mainly in 1M3.

Four, the endogenous cholesterollocated in the inner
mitochondrial membrane is the substrate used by the
1M3 contact site to synthesize P4, since exogenous
cholesterol was not added [67].

When the distribution of the MLN64-START do
main was analyzed, it was observed exclusively in the
contact sites from 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 possibility 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
+PI ATP

OMdIiII.
IMS

Fig. 11 . Possible components of the 1M3 contact site. This model shows the localization of sorne of the proteins analyzed in this study and others
whose presence is implied. IMS, intermembrane space; P450, cytochrome P450scc;Adx, adrenodox in reductase; Ad, adrenodoxin; Cyt e, cytochrome
c; Cyt b, cytochrome b; ICDH, isocitrate dehydrogenase-NADP-dependent; PBR, peripheral-type benzodiazepine receptor; HSD, 31l-hydroxysteroid
dehydrogenase; small pentagons, different heat shock proteins; 1M, inner mitochondria l membrane; OM, outer mitochondrial membrane means a
protein providing cholesterol to P450scc; this protein takes cholesterol from inner membrane or from MLN64, Chol, cholesterol; P5, pregnenolone ;
P4, progesterone. 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. 1M3 and OM2 contain proteins involved in ste
roidogenesis. Contact sites with different pro tein
compositions may have specialized functions other than
steroidogenesis. The contact sites described in this paper
will be usefui system for the study of the assembly,
function , and regulation of proteins involved in human
placental steroidogenesis.
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DISCUSiÓN Y CONCLUSIONES

Los mecanismos que controlan la esteroidogénesis en las mitocondrias de la placenta

humana son aún 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 síntesis 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 vía de entrada del colesterol desde el

citosol hasta el citocromo P450scc. Se ha mencionado que los sitios de contacto son complejos

macromoleculares dinámicos, que se conforman para realizar diversas funciones mitocondriales

específicas; su correcta asociación crea un ambiente particular que permite que las proteínas

que los integran realicen de forma eficiente su función; asimismo, que la asociación específica

de diferentes enzimas y proteínas pueden producir diferentes puntos de unión. Así se tienen

sitios de contacto específicos para el transporte de proteínas en los diferentes compartimentos

mitocondriales, sitios de contacto asociados a fenómenos como la apoptósis, fosforilación

oxidativa y aquellos relacionados con el transporte de lípidos. Bose (2002) ha demostrado que

para el transporte de colesterol se requieren tanto de la proteína StAR como de otras proteínas

asociadas a los complejos de las translocasas de membrana externa (TOM), lo que sugiere que

este fenómeno requiere de una maquinaria similar al punto de unión que se emplea para el

transporte de proteínas.

No obstante, sólo se ha podido establecer con certeza que el translocador de adenín

nucleótidos y la porina forman parte de este tipo de sitios de contacto, el resto de sus

componentes específicos aún 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 adenín nucleólidos son los elementos básicos de su

conformación. Esto refleja que la mitocondria puede estar realizando diversos procesos

metabólicos de manera simultánea, donde los sitios de contacto participan activamente, por

ejemplo, en la fosforilación oxidativa y en el transporte de colesterol. Además, se propone que

cada tipo de sitio de contacto presenta una proporción diferente de membrana externa e

interna, con base en la presencia de diferentes enzimas marcadoras que podrían reflejar su

función (Tabla 1).

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

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

30



síntesis de progesterona en las mitocondrias de la placenta humana. Si esta hipótesis es

correcta, ambas proteínas deberían estar asoc iadas a los puntos de unión donde se lleva a

cabo la síntesis de progesterona. En este sentido, el 70% de la actividad total de la apirasa se

localizó en la 1M3 (fracción 3 de la membrana interna) y OM2 (fracción 2 de la membrana

externa) (Figura 3, publicación), donde ·también se presenta la mayor actividad de la CK y la

porina, ambas proteínas consideradas como marcadores clásicos de los sitios de contacto (Kottke

y cols. 1991, Schlattner y coís 2001, Brdiczka y cols. 1994). Más aun, tanto en la fracción 1M3 como en la

fracción OM2 se detectó a una proteína de choque térmico, la Hsp70, la cual está asociada con

la síntesis de progesterona en el cuerpo lúteo y en la corteza de las glándulas suprarrenales

sensibles a LH (Khanna y cols. 1994, 1995a, b, Liu y cols. 1997). Asímismo, StOCCO (2000. 2001a) ha sugerido

que durante la maduración de la proteína StAR, la proteína Hsp70 actúa 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 localización de este citocromo en la mitocondria íntegra .

Además, la concentración de colesterol por mg de proteína mitocondrial es mayor en la OM2 ,

similar a lo reportado por Daum (1985) después de estudiar la distribución de colesterol en

diferentes sistemas mitocondriales. Sin embargo, en la mitocondria íntegra, el colesterol debe

de distribuirse entre sus membranas de acuerdo con la función que este esterol desempeñe.

Esto puede explicar la alta concentración de colesterol en la fracción 1M3, lo que sugiere que en

este tipo de sitios de contacto se encuentran todos los elementos necesarios para la síntesis de

progesterona.

Por otro lado, cuando se determinó la síntesis de progesterona en ausencia de NADP+

todas las fracciones mostraron síntesis hormonal: IM1 12.6%, 1M2 14.4%, 1M3 63.1%, IM4

9.9%, OM1 19.2%, OM2 71.8%, Y OM3 9%, donde la síntesis total de la hormona por parte de

la 1M y OM se consideró como el 100%. Aunque los diferentes sitios de contacto sintetizaron

progesterona, se puede observar que la 1M3 y OM2 fueron las fracciones que tuvieron el mayor

valor de este parámetro. Debido a que las fracciones 1M3 y OM2 tienen diversas proteínas

marcadoras, se apoya la idea de que en la mitocondria se encuentran diferentes tipos de sitios

de contacto.

Por otra parte, cuando la síntesis de progesterona se determinó en presencia de NADP+,

la producción hormonal se incrementó alrededor de 20 veces en la 1M3 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 1M3, lo que coincide con la síntesis de
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progesterona. La aparición del NADPH refleja la presencia de la isocitrato deshidrogenasa

dependiente de NADP+ (ICDH-NADP) tanto en la 1M3 como en la OM2, ya que en el medio de

incubación el único sustrato oxidable fue el isocitrato y el NADP+ el único aceptor de electrones.

Esto implica que la ICDH-NADP es una enzima asociada a la membrana interna mitocondrial.

Lo anterior quedó claramente demostrado al determinar la actividad de la ICDH-NADP en los

diferentes puntos de contacto, siendo en la 1M3 y OM2 en donde se localizó 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 conexión entre

la síntesis del NADPH y la transformación del colesterol en pregnenolona (P5) está

representada por la adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa. En este sentido, Espinosa

García y cols. (1996), reportaron que las partículas 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 1M3 y OM2, se

encuentra la adrenodoxina y la adrenodoxina reductasa.

Asimismo, el citocromo P450scc sólo transforma al colesterol en pregnenolona; la

síntesis posterior de progesterona depende del complejo 3~-hidroxiesteroide deshidrogenasa

.:i4•
5 isomerasa (complejo HSD). Los resultados sugieren que en la fracción 1M3 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 I (Beaundoin y

cols.1997), cuya actividad catalítica no es el paso limitante en la vía de producción hormonal

(Cherradi y cols. 1994, 1997, 1998). En este sentido, es posible que la concentración del complejo HSD

en la OM2 no sea suficiente para realizar una eficiente transformación de la pregnenolona. No

obstante, es claro que el complejo de la 3~-hidroxiesteroide deshíoroqenasa-é?" isomerasa está

presente en la fracciones 1M3 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 (1M3), debido a que durante la

síntesis de progesterona no se adicionó colesterol al medio de reacción. El colesterol de la

membrana externa mitocondrial (OM2) no es accesible para el citocromo P450scc. En este.
sentido, Zhang (2002) reportó que la MLN64-START recombinante estimula la síntesis de

progesterona en las mitocondrias de la placenta humana, lo que sugiere que esta proteína está

involucrada en el movimiento de colesterol hacia el citocromo P450scc para la síntesis de

pregnenolona. De hecho, la expresión de una forma dominante negativa de la proteína MLN64
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causa la acumulación de colesterol libre en 105 lisosomas (Strauss JF 111 Ycols. 2003).

Un resultado interesante fue la localización de la proteína MLN64 en los diferentes tipos

de sitios de contacto, la cual se observó exclusivamente en aquellos derivados de la membrana

externa mitocondrial, pero no en 105 derivados a partir de la membrana interna. A este respecto,

Bose (2002) reportó que la proteína involucrada e~ el transporte de colesterol tiene su sitio de

acción en la membrana externa de la mitocondria. Como se muestra en la Tabla 4, la adición de

la MLN64-START recombinante incrementa 2 veces la síntesis de progesterona en la fracción

OM2, pero no en la fracción 1M3, lo que apoya la hipótesis anterior.

En resumen, 105 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 síntesis hormonal están en la fracción 1M3 y la fracción OM2. El colesterol que

usa el citocromo P450scc se localiza en la membrana interna y el sitio de acción de la MLN64

es en la membrana externa, lo que sugiere su papel en la incorporación del colesterol a la

mitocondria. Por último, el procedimiento para aislar a los sitios de contacto y la caracterización

descrita en este trabajo, es una herramienta muy poderosa para el estudio de las diferentes

proteínas involucradas en el transporte de colesterol a la mitocondria y el cómo estas trabajan

en la esteroidogénesis de la placenta humana.
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