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RESUMEN

En las particulas submitocondriales de la placenta humana se identificaron
los citocromes de la cadena respiratoria y el citocromo P450. Estas particulas
sintetizan progesterona y consumen oxigeno con sustratos oxidables como el
succinato y el NADH. También el NADPH redujo a los citocromos de la cadena
respiratoria y estimulé el consumo de oxigeno con una respuesta similar a la
producida por el NADH.

Se determind el camino de ia oxidacidn de los piridin-nucleotides en las
particuias submitocandriales empleando inhibidores de la cadena respiratoria y de
aceptores artificiales de electrones. Los resuitados mostraron que los equivalentes
reductores siguen una via que incluye una NAD(P)H deshidrogenasa diferente a
la de la cadena respiratoria y que estas mitocondrias presentan al menos dos tipos
de citocromos b. Uno que se inhibe eficientemente por la antimicina cuando el
donador de electrones es el succinato, el cual probablemente corresponde al
citoromo b de! complejo 1) de la cadena respiratoria; y ofro que es poca sensible
a este inhibidor, y gue se hizo evidente cuando se empleé como agente reductor
a los piridin-nucleotidos. Las resultades de este trabajo sugieren |a presencia de
una tercera cadena de transporte de electrones consfituida, al menos, por una
NAD{P)H deshidrogenasa y un citocromo tipo & y que podria estar conectada tanto
a la cadena _respiratoria camo a la cadena asociada al citocromo P450.



INTRODUCCION

El interés de! grupo de trabajo dentro del cual se realizé este proyecto, esta
encaminado a estudiar las funciones metabélicas de las mitocondrias de la
placenta humana a término.

La placenta es una estructura multifacética que combina en un organo
muchas actividades que en ef organismo adulto estan separadas, fisicamente
sujeta el feto al utero, participa de forma activa en la transferencia selectiva de
varias substancias, desarrolla funciones nutritivas, renaies, respiratorias, hepaticas
y funciona como barrera inmunalégica entre la madre y el feto; también cumple
funciones endécrinas esenciales para el mantenimiento del embarazo (1,2).

Durante los 280 dias de la gestaciéon nommal, la placenta esté continuamente
adaptandose a los requerimientos del feto y a procesos que ocasionan rapidas
modificaciones de su estructura y su funcion.

Los reportes de la literatura han marcado la importancia que tiene la
placenta en ia sintesis de hormonas, especialmente de la progesterona (3}, asi
como en {a produccidn de gonadotrofina coriénica y lactdégenc placentario (4).

La progesterona se sintetiza en la fraccién mitocondrial a partir del colesterol
por el rompimiento de su cadena lateral. En este proceso participa la cadena de
transporte de electrones asociada al citocromo P450,,., que obtiene sus
equivalentes reductores de! NADPH (5). Debido a que este nucledtido no puede
atravesar la membrana intema mitocondrial, su principal fuente de reduccion esta
asociada a 1a oxidacion de sustratos coma el malato y el isocitrato, para los cuales
hay deshidrogenasas intramitocondriales (6-8). Se ha sugerido que {a cadena de



transporte de electrones asociada ai citocromo P450,. y la cadena respiratoria
compiten por el oxigeno molecular y por los mismos sustratos, ya que son capaces
de reducir tanto al NAD* como al NADP*. Esto muestra un aspecto interesante de
estas mitocondrias que atin no se ha aclarado completamente, como es la posible
relacién entre la hidroxilacion de esteroides y 1a fosforilacién oxidativa. Datos de la
literatura sugieren que en otros tejidos esteroidogénicos existen mecanismos que
permiten la transferencia de equivalentes reductores entre ambas cadenas,
invoiucrando a los intermediarios del cicio de Krebs, o bien por medio de uno o
varios citocromos o flavoproteinas que no se encuentran ligadas directamente al
funcionamiento hasta ahora conocido de estas cadenas (9,10). Varios de los
estudios con las mitocondrias de fa placenta se han realizado suponiendo que las
funciones de éstas son iguales a las descritas para las mitocondrias de las
glandulas suprarrenales. Aqui cabe hacer notar que existen diferencias importantes
entre ambos sistemas; por ejemplo, en los pardmetros cinéticos, (lo cual se refleja
como una velocidad de conversion del colesterol a progesterona més lenta en las
mitocondrias de ia placenta) (11), en la diferente compartamentalizacién de las
enzimas que participan en la transformacién de progesterona (5,12), en fos
mecanismos descritos para la regulacién del transporte de colestrol hacia Ja
membrana interna mitocondrial {13, 18), y en la concentracion del citocromo
P450, . (14), etc.

De tal forma que {a extrapolacién de los datos obtenidos para las
mitocondrias de las glandulas suprarrenales a las de la piacenfa no es completa ni
suficiente para explicar las funciones de fas mitocondrias de este Gitimo 6rgano.

Datos de nuestro laboratorio muestran que las particulas submitogondriales
de la placenta, al igual que las mitocondrias integras de este drgano, sintetizan
progesterona en presencia de sustratos de la cadena respiratoria como el NADH
y el succinate (15), aln cuando las enzimas generadoras de NADPH no se
encuentran presentes. Esto sugiere que podria existir otro mecanismo de conexién



entre ambas cadenas de transporte de electrones diferente al postulado para los
demas fejidos estercidogénicos.

El objetive de este trabajo es determinar fa posibie relacién entre la cadena
respiratoria y la cadena de transporte de electrones asociada al citocromo P450,
en particulas submitocondriales de (PSM} la placenta humana a término.

Los resultados sugieren una posible conexién entre ambas vias a través de
un camino alterno que involucra a una deshidrogenasa de los piridin-nuclectidos
y a un citocromo que no pertenece ni a la cadena respiratoria ni a la cadena del
citocromo P450,



CARACTERISTICAS DE LAS MITOCONDRIAS DE LA PLACENTA HUMANA,

Las mitocondrias aisladas de la placenta, cuando se observan al microscopio
electrénico, presentan varios tipos morfolégicos (16,17). De los dos mas
abundantes, el primero corresponde a mitocondrias redondas con crestas bien
definidas y con una matriz que presenta una densidad electrénica media, similares

‘a las mitocondrias de higado de rata. £ segundo tipo son mitocondrias de forma
ancha y angulosa con membranas tortuosas que forman espacios de diferentes
tamafios, con pocas crestas y una matriz electrodensa. Estos tipos caracteristicos
se han observado en ias preparaciones mitocondriales obtenidas en nuestro
laboratorio, las cuales presentan un control respiratorioc mayor (entre 4 y 6, con
succinato como sustrato), cuando se comparan con los valores reportados en |a
literatura (de 2.5 a 3.5) (22), asi como una baja actividad de la deshidrogenasa
lactica, una enzima marcadora def ¢itosol (10% en relacion af homogenado total).

Las membranas de las mitocondrias de la placenta estan constituidas por
fosfatidiicolina (44%), esfingomielina y fosfatidiletanclamina (22%), y e 12%
restante entre fosfatidilinositol y fosfatidilserina (18); ademds, presentan un alto
contenido de colesterol (30 pg/mg de proteina) en comparacidn con la mitocondrias
de otros tejidos (3 a § pg/mg de proteina) (20). La composicién lipidica de esta
membrana (a hace similar a fa membrana plasmética y a la membrana del reticulo
endoplasmico, lo que le confiere caracteristicas diferentes a fas encontradas en las
membranas mitocondriales de higado o de corazén de rata (16). Por otro lado, se
ha demostrado que fa composicién lipidica de las mitocondrias de tejidos tumorales
(21) es paracida a la descrita para (a placenta; aunque hasta el momento no hay
estudios comparativos, varios datos de Ia literatura sugieren que las caracteristicas
funcionales de las mitocondrias de placenta se podrian explicar con base en la
composicién de su membrana.



Desde el punto de vista metabdlico, la mayoria de los estudios realizados en
las mitocondrias de placenta se han interesado en el mecanismo de sintesis de
pregesterona y pocos se han enfocado al estudio de ia fosforilacién oxidativa (22,
23). La cadena de transporte de electrones se ha caracterizado usando inhibidores
especificos como fa rotenona, la antimicina y el cianuro en presencia de diferentes
sustratos. La cuantificacién de los citocromos en las mitocondrias de la placenta
indican que las concentraciones de los citocromos a, b y ¢ son menores a las
observadas en otros tejidos esteroideos (22), y que en las mitocondrias de higado
o de corazén de rata (26) con una concentracion del P450,. simitar a la
concentracion de la citocromo oxidasa, Esto contrasta con las mitocondrias de las
glandulas suprarrenales, en donde hay un predominio de la concentracién de
P450,.. en relacidn con los citocromos de la cadena respiratoria (27), como se
muestra en fa siguiente tabla.

CONCENTRACION DE LOS CITOCROMOS EN MITOCONDRIAS

DE DIFERENTES FUENTES
Placenta Cuerpo Glandulas Higado de
humana lutec suprarrenales rata
{22) (24) {25) (26)
a 0.140 0.230 0.230 0.295
b 0.08 0.150 0.170 0.245
c+C, 0.125 0.350 0.290 0.432
P450 0.110 ———— 1.500 —

Tabla A. La concentracion de los citocromaos esta expresada en nmoles por mg de proteina
mitocondrial. Los nimeras en paréntesis indican la referencia bibliogréfica.



La adicién de varios intermediarios del ciclo de Krebs estimulan el consumo
de oxigeno, la sintesis de ATP y la sintesis de progasterona en las mitocondrias de
la placenta humana (42), con una oxidacién eficiente del isocitrato, el citrato y el
cis-aconitato. Por otro [ado ia sintesis de progesterona también se ve favorecida
por la adicién de malato, fumarato y succinato, probablemente debido a la
transformacién de estos metabolitos en oxaloacetato o piruvato que alimentan el
ciclo de Krebs. De estos resuftados se ha sugerido que los sistemas de transporte
de los tri y di-carboxilicos, al igual que las enzimas del ciclo del &cido citrico, se
encuentran presentes en estas mitocondrias (43).

La oxidacion preferencial de! isocitrato se ha explicado por la presencia de
dos isocitrato deshidrogenasas, una dependiente de NAD" y otra dei NADP*, con
una actividad varias veces mas alta para esta Ultima. Se ha descrito que el cifrato
se puede sintetizar en estas mitocondrias a partir del malato como Unico sustrato
(6,43), a través de la accion conjunta de la mafato deshidrogenasa y la enzima
maiica, las cuales forman oxaloacetato y piruvato respectivamente, los cuales a su
vez se pueden metabolizarse en el ciclo de Krebs.

La cadena de transporte de electrones puede recibir los equivalentes
reductores derivados de los sustratos dependientes del NAD®, asi como los
generados por succinato, glicerol 3 fosfato y por sustratos artificiales como el
ascorbato combinado con TMPD (N,N,N,N tetrametil-p-fenilendiamina}. A diferencia
de otras mitocondrias, Jos sustratos que generan NADH estimulan en menor
proporcion ef consumo de oxigena en comparacion con los sustratos gue producen
FADH,. Se ha observado que el 20% de la respiracién estimulada por glutamato es
insensible a los inhibidores y se ha propuesto que el consumo de oxigeno procede
por la via asociada al citocromo P450,, (23).

La adicion de ADP en las mitocondrias induce (a transicién del estado 4 al
estado 3, con controles respiratorios que van desde 2.5 hasta 4 con giutamato-
malato como susiratos. La relacién ADP/O es cercana al maximo tedrico, La



velocidad de respiracién de las mitocondrias de la placenta es mas ienta que la
descrita para las mitocondrias de! higado, del cerebro o del corazén de rata, por lo
que se ha sugerido que las enzimas de ia cadena respiratoria tienen actividades
bajas (22,28). Se han descrito caracteristicas similares para el translocador de los
adenin nucledtidos (29) y para la F,F; ATPasa (30), proteinas que al ser
parcialmente purificadas presentan velocidades similares a las de otros tejidos; sin
embargo, en las mitocondrias integras la actividad es baja en comparacién con las
mitocondrias de tejidos no esteroidogénicos. Este comportamiento podria deberse
a la singular composicién lipidica de su membrana, caracterizada por su alto
contenido de colesterol, que daria lugar a la modificacién de su fluidez y que
impediria el funcionamiento éptimo de las enzimas embebidas en ella. Sin
embargo, otros autores han propuesto que la respiracion en las mitocondrias de 1a
placenta es baja por la presencia de las hormonas esteroides, ya que se ha
descrito que la progesterona puede inhibir la respiracién en las mitocondrias de
tejidos no estercidogénicos (35,36).

Aleksandrowicz (30) mostré que la F,F;-ATPasa de las mitocondrias de la
placenta parcialmente purificada presenta caracteristicas similares a la F,F,-
ATPasa de mitocondrias de higado de rata, incluyendo la sensibilidad a la
temperatura, la especificidad por el ATP, el requerimiento de cationes divalentes,
la sensibilidad a oligomicina y su modulacién por ATP, bicarbonato y Mg** libre, asf
como la participacién de tres sitios de la F F,-ATPasa para la hidrélisis del ATP
(31). '

Por otro lado, se ha encontrado que la concentracion de fos adenin-
nucleotidos (32} en las mitocondrias de la placenta es similar a la cuantificada en
las mitocondrias del higado fetal de rata (2 a 3 nmoles/mg) pero menor a la descrita
para las del higado de rata adulta (29,33).

Las mitocondrias de ia placenta poseen un metabolismo especial para los
adenin-nuclectidos, ya que se han descrito varias enzimas que participan en su



sintesis y degradacidn. Se ha repertado la actividad de una ADPasa asociada a
membrana interna mitocondriatl con una actividad maxima de hidrélisis a pH 8;
(similar a lo reportado para otras ADPasas), se estimula por Mg® con una
estequiometria 1:1, lo que sugiere que el sustrato para esta enzima es el complejo
Mg*-ADP y ademas, es insensible a los inhibidores especificos para a fosfatasa
alcalina, ia miocinasa o la &' nuclestidasa (37).

En las mitocondrias aisladas de la placenta humana es posible estimular el
consumo de oxigeno at adicionar ATP, induciendo 1a transicién entre el estado 4
y el estade 3, suginendo que hay una hidrolisis del ATP por aiguna enzima
localizada en la cara externa de [a membrana interna mitocondrial y que el ADP
liberado es el responsable del consumo de oxigeno observado (38).

En relacion con ella se ha mostrado fa existencia de una ATPasa diferente
a la F,F,-ATPasa que se encuentra fuertemente unida a la membrana interna
mitocondrial (38). Estas enzimas se han caracterizade para la hidrdlisis det ATP en
particulas submitocondriales de la piacenta humana (39). Los resultados mostraron
que su actividad presentd un comportiamiento similar en relacién ai pH y fue
necesario el uso de inhibidores como ¢l vanadato y (a oligomicina para diferenciar
la actividad de cada una de las enzimas. La ATPasa fuertemente unida a la
membrarna se inhibid parcialmente por el vanadato y por Mg, en tanto que la F,F,
se inhibié completamente por Mg* y parcialmente por cligomicina, aun cuando con
esta concentracion la respiracién se inhibié completamente en las mitocondrias
integras (37). ‘

Posteriormente se observd que la ATPasa fuertemente unida a la membrana
no hidroliza especificamente ATP, sino gue se comporta como una 5-nucleotidasa
que puede hidrolizar los nucledsidos di y tri-fosfato de adenina y guanina a
diferencia de la F,F,-ATPasa que es especifica para el ATP. Esta actividad se ha
caracterizado con la combinacion de inhibidores como la oligemicina, la
venturicidina yfo el vanadato y con modificaciones en las condicionas



experimentales.

Otros factores que influyen en la hidrdlisis del ATP y del ADP es la presencia
de los diferentes sustratos en el medio de incubacién y la osmolaridad (40), ya que
estas dos actividades estdn reguladas por el estado energético mitocondrial.
Aungue el papel fisiolégico de estas enzimas se desconoce, se ha propuesto que
predrian participar en varios procesos como el movimiento de sustratos, por
ejemplo del colesterol, ya que se ha mostrado que en las mitocondrias de las
glandulas suprarrenales hay una GTPasa que esta intimamente ligada al
mecanismo de transporte del colesterol entre las membranas mitocondriales (49)
ya que se ha mostrado que en estas mitocondrias la hidrdlisis del GTP favorece el
metabolismo del colesterot (41). Por otro lado, se ha propuesto que la actividad de!
citocromo P450 del reticulo de las glandulas suprarrenales, se podria regular a
través de un mecanismo de fosforilacion-desfosforitacion, en el cual estaria
involucrada una enzima que utiliza ATP como sustrato (50). Es probable que tales
enzimas puedan estar ligadas a los mecanismos de regulacién, tanto de la
transferencia de colesterol para a sintesis de progesterona, como de la regulacion
de la actividad del citocromo P450,,. También se ha reportade que la inhibicién de
la sintesis de ATP puede aumentar la reduccion del NADP* y favorecer (a sintesis
de hormonas estercides (42,51},

Practicamente todos los intermediarios del ciclo del dcido citrico, ademas del
glutamato y del glicerol 3 fosfato, estimulan 1a sintesis de progesterona a partir del
colesterol, tanto enddgeno como exégeno. Para las hidroxilaciones sobre la
malécula ée colesterol hay un requerimiento especifico de NADPH. Los
mecanismos propuestos para la generacion de este piridin-nucleotido en su forma
reducida incluyen a la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP" (44), a ia
enzima malica (22}, y a la transhidrogenasa que cataliza la reaccion de intercambio
del hidruro entre el NADP* y el NADH y que requiere de la energia del gradiente
electroquimico de protones (45). E) ADP y el ATP estimulan la sintesis de
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progesterona como consecuencia de la activacién de esta Gltima enzima,
sugiriendo que los niveles energéticos podrian controlar la sintesis de
progesterona. Sin embargo, en las mitocondrias desacopladas hay una
transformacién imporiante de colesterol a progesterona inducida por mafato o por
los sustratos que pueden derivarse hacia este metabolito, por ejemplo el fumarato
y el succinate. Esta estimulacién se atribuye a la actividad de fa enzima matica
como principal fuente generadora de los equivalentes reductores para las funciones
de oxidasas multiples (48,47).

Otro modulador de la actividad enzimatica que se debe considerar es el
calcio, que en estas mitocondrias se encuentra en altas concentraciones (60
nmoles/mg de proteina) (29), ya que se ha descrito que este catidén cantribuye al
control del metabofismo oxidative intramitocondrial al modular la actividad de varias
enzimas como son la piruvato deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa, la a
cetoglutarato deshidrogenas (53), la NADH-ubiquinona reductasa (34) y el
translocador de los adenin nucledtidos {54). En Ilas mitocondrias de placenta de
borrego la presencia de Ca® en el medic de incubacién incrementa la sintesis de
progesterona, lo gue sugiere su participacion en los procesos de regulacién del
esteroide {55). También se ha reportado que en las mitocondrias de la placenta
humana el calcio modifica la velocidad de consurnc de oxigeno a través de ia
cadena respiratoria, en donde se observd que la respiracion mitocondrial se inhibe
cuando las concentraciones libres, de este catidn varian de 10%a § x 10 M; esta
inhibicidn se asocié a un incremento temporai de la sintesis de progesterona {52).

Ademas de la cadena respiratoria, las mitocondrias de ia placenta contienen
un sistema de transporte de electrones asociado al citocromo P450, que recibe
los equivaientes reductores provenientes del NADPH, este sistema esta formado
por tres elementos: la adrenedoxina reductasa, que es una flavoproteina que
cuenta con un nuciedtido de flavina como aceptor de hidrégenos; la adrenedoxina
que es una proteina Fe-S intermediaria entre Ia adrenedoxina reductasa y el

11



citocromo P450, que es una oxidasa de funcién mixta (56). Esta cadena de
transporte de electrones no genera un gradiente de protones y tiene como aceptor
fina! al oxigeno

La biosintesis de la pregnenolona se realiza con tres mono-oxigenaciones
sucesivas gue involucran dos hidroxilaciones en las posiciones 20 y 22 de la
molécula del colesterol y él rompimiento de la cadena lateral, dando lugar al
isocaproaidehido y a la pregnenolona. No se ha encontrado una disociacién
significativa de los intermediarios hidroxilados; en contraste, la pregnenolona tiene
una constante de disociacién entre 40 y 800 veces mds alta que la de los
intermediarios, lo que facilita su liberacidn de la enzima (57).

Por cada hidroxilacién se requiere de una molécula de NADPH y ofra de
oxigeno, con una relacién estequiométrica total para la sintesis de 3:3:1 (58). Se
ha encontrade que para obtener los equivaientes reductores en forma de NADPH
para el rompimiento de la cadena lateral del colesterol en las mitocondrias de las
glandulas suprarrenales, se puede estimular un transporte reverso de los
electrones de ia cadena respiratoria v tna transhidrogenacion (59). La velocidad
de la sintesis de la pregnenolona es relativamente alta en las mitocondrias de las
gléandulas suprarrenales y se puede limitar cuando fa relacién NADPH/NADP* es
baja (60). La pregnenoclona después se transforma en progesterana a fravés del
complejo A’-isomerasa 3P-esteroidedeshidrogenasa (5,61), que se encuentra
presente en las mitocondrias de la placenta. La progesterona formada sale de la
mitocondria para llegar al torrente circulatorio materno y fetal.

E! colesterol que participa en la sintesis de progesterona procede
principalmente de ia circulacién materna, en forma de compiejos lipoproteicos de
alta y baja densidad o como ésteres de colesterol, ya que es muy haja 1a velocidad
de sintesis de novo en (a placenta. Su incorporacién a las mitocondrias se podria
realizar por un sistema transmembranal similar al propuesto para las glandulas
suprarrenales, en donde se ha demostrado que la disponibilidad del colesterol para
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el citocromo P450,, se puede considerar una etapa limitante sobre fodas las
reacciones estercidogénicas (62). ’

Hay varias evidencias que sugieren que la placenta carece de una
regulacion a corto plazo para la sintesis de pregnenclona a partir del colesterol. Por
un lado, en la placenta no se ha identificadd a la proteina StAR (proteina
reguladora de la respuesta aguda esteroidogénica) reportada para la regulacién de
la sintesis de los esteroides, en la corteza de las glandulas suprarrenales,
testiculos y cuerpo liteo (63). Ademads hay pocas evidencias de cambios diurnos
en los niveles séricos de progesterona durante el embarazo (64) y la concentracion
de colesterd! en la membrana interna mitocondrial de la placenta humana in vivo
podria ser saturante para la reaccién de rompimiento de la cadena lateral del
colesterol, al igual que se ha observado para los trofoblastos aislados, en donde fa
sinteis de progesterona sucede en condiciones saturantes de colesterol durante las
primeras 3 horas de cultivo (65). Sin embargo, hay reportes que sugieren que hay
una regulacion a largo piazo; por ejemplo, la produccién de progesterona se
incrementa de manera importante durante la gestacién y se acompafia de un
incremento en fa concentracién de citocromo P450,. y adrenedoxina. En este
contexto, el AMP_ estimula ia sintesis de progesterona y aumenta ios niveles de
P450,.. en las céiulas de la placenta en cultivo, mientras que los niveles de
adrenedoxin reductasa no responden a esta estimulacion (66)

Tuckey encontrd que el nimere de recambio (mol de producto formado /min
/mol de enzima) para el citocromo P450, . en las mitocondrias aisiadas de la
placenta o de los trofoblastos en cultivo es de 3-5 /min, son casi un orden de
magnitud menor que el observado paraie! citocromo purificado. Esto sugiere que
algunos otros factores, ademas de la concentracién de P450,., limitan fa produccién
de progesterona en la placenta humana, como puede ser el transporte de
electrones (67) y la disponibilidad de equivalentes reductores.
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CARACTERISTICAS MOLECULARES Y ESPECTROSCOPICAS DEL
CITOCROMO P450

Los citocromos P450 estan integrados por una malecula de proteina con una
protoporfirina, que no esta unida covalentemente. En su estructura se forma una
regidn hidrofébica en la que se sit(ia el grupo hemo, y una regién de unidn para el
sustrato.

El hierro de! hemo es capaz de formar seis enlaces de coordinacion, cuatro
con los nitrdgenos de los pirroles {(enlaces planares). El quinto se forma con un
residuo de cistelna de la proteina y el sexto enlace es débil, no siempre esta
presente, y puede llevarse a cabo con el agua o con algun aminoécido de la
cadena polipeptidica como la histidina o la tirosina, para algunas formas de P450.

Las técnicas espectrofotométricas han sido las mas utilizadas para ia
caracterizacion de los citocromos, gracias a la presencia de tres bandas de
absorcion caracteristicas en su espectro diferencial, denominadas banda a (entre
545 y 650 nm), banda B (520-530nm) y la banda soret y (410-450 nm). Con
excepcion def citocromo a, el cual sélo presenta las bandas a y v, todos los demas
citocromos presentan las tres (71).

Las seflales espectrales varian considerablemente en relacién con el estado
en el que se encuentra la moléceula. La sefial dei hemo se modifica por los cambios
en los enlaces del hierro, que a su vez es el resuftade del movimiento de sus
electrones en los orbitales d.

Etf espectro de absorcion nativo de todos los citocromos P450 revela una
gran banda a 420 nm que es caracteristica del grupo hemo (banda de Soret) y
ademds se pueden apreciar bandas adicionales en 540 y 570 nm. Cuando se
combina el CO con el grupo hemo en forma reducida, el méaximo de Soret para este
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complejo cambia a 450 nm. Esta banda es la que le da el nombre a Ia familia de los
citocromos P450 y fue descrito por primera vez por Omura y Sato en 1964, quienes
establecieron la naturaleza protohémica de! grupo prostético de este citocromo
{69).

En cualquier citocromo P450 el cambio conformacional por la unién del
sustrato esta asociado con un cambio de la banda Saret, Hay dos tipos principales
de cambios: el tipo | que presenta un minimo cercano a 420 nm y un méximo entre
385 - 395 nm, por ejemplo, al interaccionar con el colesterol; mientras que para el
tipo It el méximo se encuentra a 430 nm con un minimo entre 390 - 395 nm, por
ejemplo con la pregnenolona, la progesterona, el 20a-hidroxi-colesterol, fa 17a-
hidroxi-pregnenoclona o con la 17a-hidroxi-progesterona. Estos cambios son el
resultado de perder el sexto enlace de coordinacién, asociado con el
desplazamiento de! hierro desde el planc del anillo hacia e azufre del tiolato
(68,70).

CICLO CATALITICO DEL CITOCROMO P-450

Todos los citocromos P450 emplean basicamente el mismo ciclo catalitico,
aunque éste puede modificarse para permitir algunas variaciones segun Ja
naturaleza de la reaccién a catalizar. La reaccién tipica de este citocromo es la
hidroxilacién de un sustrato lipofilico.

RH + NADPH+H' + O, ——» R-OH + NADP* + H,0

Es importante hacer notar que ia enzima usa el oxigeno molecular. Un
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atomo aparece en el sustrato y el segundo es reducido para formar agua.

El cicio catalitico puede ser considerade como una secuencia de siete
etapas, dos de las cuales consisten en (z adicidn de un solo electrén a la enzima.
La primera es la formacion del complejo enzima sustrato; esta unién se favorece
por una interaccion hidrofébica entre el sitio activo y el sustrato. Esto genera un
cambio espectrofotométrico importante, que consiste en el desplazamiento del
maximo de absorcidén en la banda del Soret (420 a 390 nm).

En la segunda etapa, la adrenedoxina forma un complejo con el P450 dando
como resultado la reduccién del hierro a la forma ferrosa. La tercera es la union del
oxigeno, con la sustitucion del sexto enlace de coordinacién en ef hierro del P450,
En el sigiente paso, un segundo electrén activa al oxigeno a una forma capaz de
completar el ciclo, con un rearreglo interno para establecer la forma férrica del
atomo. En la quinta etapa se separa la méfecuia de oxigeno y unec de los dos
atomos queda reducido en la mélecula de agua y el ofro perménece ascciado con
el hierro hémica.

El paso que sigue es la insercién de! oxigeno al sustrato. Aungque no son
claros los detalles de este paso, se piensa que la enzima farma un radical alquilo
por la separacion de un hidrogeno del carbono que sera hidroxilado, el cual a su
vez forma un radical hidroxilo con el dtomo de oxigenc y éste se combina con el
radical alquilo para formar el substato hidroxilado.

La séptima y ultima etapa es la disociacion del producto; el ciclo catalitico
completo se puede esquematizar de la siguiente forma (68):
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MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de las mitocondnias y preparacién de las partfeulas
submitocondniafes. Las placentas se obtuvieron de partos normales o de ceséreas,
Los cotiledones se cortaron y se lavaron con sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM, pM
7.4 (solucion A), posteriormente se cortaron en pequefios fragmentos ¥y se
homogenizaron con un Politron a 3000 rpm por dos periodos de un minuto y con
uno de intervalo; se ajusto el pH del homogenado a 7 .4 con Tris v las mitocondrias
se aislaron por centrifugacién diferencial a 1500 xg durante 15 min en una
centrifuga refrigerada. El sobrenadante nuevamente se centrifugd a 12000 xg
durante 19 minutos. E! precipitado que contiene a las mitocondrias se resuspendio
en la solucion A y finalmente se centrifugaron a 12000 xg para obtener ia fraccién
de las mitocondrias (29); se resuspendieron en un volumen pequefic y se
congelaron a 20°C hasta su uso. Para la preparacion de particulas
submitocondriales, las mitocondrias descongeladas se diluyeron para tener
aproximadamente 5§ mg de proteina por ml en la misma solucibn de
sacarosa-EDTA, y se ajusto el pH a 8.2 con Tris. La suspensién se sonict en
volimenes aproximadamente de 60 mi en un sonicador MSE Soniprep 150 a su
maxima potencia {30 microns), por tres periodos de 45 seg, en barfio de hielo,
dejando un intervalo de 2 min entre uno y ofro periodo. La suspensién se centrifugd
a 10000 xg durante 10 min para separar las mitocondrias que no se rompieron y el
sobrenadante se centrifugé a 105000 xg durante 45 min. Las PSM se
rasuspendieron en la solucién A.

Consumo de oxigeno. La determinacién del consumo de oxigeno se realizé
en un oximetro marca YS!, manteniendo la temperatura constante a 30° C, en un
medio que contenia KCI 100 mM, Tris-HCI 30 mM, MgCl, 5 mM, K, HPO, 5 mM,
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EDTA 1 mM, pH 7.3 y una concentracién de 1 mg de proteina por mi. Las
cqneentraciones finales en todos los ensayos, para el succinato o para NAD(P)H
fueron de 10 mM y de 300 uM, respectivamente. La concentracion usada de cada
inhibidor se indica en Ia figura comrespondiente.

Espectros de absorcién. Los espectros de absorcion de las PSM se
obtuvieron en un espectrofotémetro de doble haz Aminco DW-2a entre 340 y 700
nm, en el medio de respiracion antes mencionado, con una concentracidn de
proteina de 4 mg por mk. Las longitudes de onda que se emplearon para identificar
los citocromos fueron Jas reportadas en la literatura (71). E! citocromo P480, . se
identificd por el método reportado por Omura y Sato (72). La identificacion de ios
citocromos se hizo a partir de los espectros diferenciales en condiciones de
anaerobiosis.

Inmunotransferencia. Las proteinas de las particulas submitocondriales se
sometieron a un electroforesis en geles de poliacritamida-SDS al 7%, de acuerdo
con el procedimiento de Laemmli (73) y después se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa, siguiendo el métode descrito por Towbin y cols (74). Posteriormente
se identificod el citocromo P450,. con anticuerpos de conejo anti P450 de boving,
los cuales se habian caracterizado previamente (75,76),

Sintesis de progesterona. La progesterona se cuantificé  por
radicinmunoensayo (77) después de su extraccién etérea. La reaccién cruzada de
estos anticuerpos con ofros esteroides es menor al 1%.
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Actividad de los segmentos de fa cadena respiratoria. La actividad del
complejo | en PSM o mitocondrias congeladas-descongeladas se determiné por la
reduccioén de 2,6 diclorofenol indofenol (DCPIP) en un espectrofotémetro de doble
rayo a 600 nm y usando un coeficiente de extincién para el DCPIP de 21 mM'em™
{79). La actividad de la succinato deshidrogenasa se determiné usando DCPIP y
fenacina metasulfato (PMS),

Los segmentos de! NADH-citocromo ¢ y succinato-citocromo ¢ se
determinaron a 550 nm por 1a reduccidn del citocromo ¢ adicionado y empleando
el coeficiente de extincidon de 19 mM' cm™, de acuerdo a Hatefi (80).

Determinacion de proteina. La concentracion de proteina se determind por
el método de Lowry y cols. (81) usando aibimina sérica bovina como estandar.
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RESULTADOS

Identificacion del citocromo P450, . y sintesis de progesterona,

Clasicamente el citocromo P450,, se ha identificado por el maximo de
absorcion que se obtiene a 450 nm en un espectro diferencial, cuando se reduce
en presencia de mongxido de carbone. Con las PSM de fa placenta hurmana en
condiciones de CO vs. ditionita, se observd solamente un hombro a 450 nm en el
espectro diferencial, lo que podria sugerir la presencia de este citocromo (Fig. 1,
trazo A), por lo que se considerd necesario verificar su presencia con otra técnica.
En el recuadro de la figura | se muestra la inmunotransferencia de las PSM,
obsetvandose una sola banda que corresponde al citocromo P450, reconacido por
anticuerpos monoclonales, confirmando su presencia en las preparaciones de las
PSM de la placenta.

La dificultad para identificar al citocromo P450 en estas PSM posiblemente
se debe a su baja concentracidn y al tipo de lipidos que constituyen la membrana,
factores que podrian interferir con su identificacion espectrofotométrica, Esta
explicacion se apoya con algunos reportes de la literatura, en donde se sefiala que
tanto el tipo de lipidos de [a membrana como los cambios en sus concentraciones,
pueden modificar las enzimas como resultado de las alteraciones en las
interacciones lipido-proteina, las cuales pueden a su vez inducir cambios en las
propiedades fisicoquimicas de las proteinas (20,82).

Come se ha descrito que las PSM preparadas a partir de glandulas
suprarrenales pierden su capacidad de sintetizar pregnenciona, se considerd
conveniente estudiar si las PSM de {a placenta conserven la capacidad de
transfarmar colestercl a progesterona &n presencia de NADPH (susirato especifico
para ia sintesis de esta hormona), NADH o succinato, que son alimentadores de
la cadena respiratoria, y los cuales estimulan (a sintesis de esta hormona en las
mitocondrias de placenta (15). Los resultados mostraron que, en presencia de
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Figura 1. identificacion del citocromo P450 en PSM de Ia paicenta humana a
término. El espectro diferencial de las PSM se hizo en presencia de CO y ditionita
en las celda de muestra contra la muestra oxidada en fa celda de referencia (irazo
A), o ditionita en fa celda de muestra confra la muestra oxidada en fa celda de
referencia (trazo B). El inserto corresponde a fa inmunoreplicad de fas proteinas de
PSM con el anticuerpo anti-citocromo P450, en donde se emplearon 50 ug de
proteina,

NADPH, NADH o succinato las PSM sintetizaran progesterona (96.6, 178.3, ¥ 155.4
pg/mg/min respectivamente), sugiriendo que la cadena de transporte de electrones
asociada al citocromo P450,. y el complejo A’ isomerasa 3B esteroide
deshidrogenasa son funcionales en las PSM de la placenta humana. Es importante
hacer notar que tanto el NADH como el succinato estimularon [a sintesis de
progesterana en ausencia de la enzima isocitrato deshidrogenasa dependiente
de NADP" y de la enzima madlica, a través de las cuales se ha propuesto una
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interaccion de las dos cadenas. Si bien es cierto que estas enzimas y el NADP”* se
pudieran encontrar como contaminantes en las preparaciones de PSM, cuando se
adicionaron citrato o malato al medio de incubacién no se observd consumo de
oxigeno o reduccién de los citocromos por métodos espectrofotomeétricos. Lo
anterior sugiere que existe una conexidn entre [a cadena respiratoria y la cadena
asociada al citocromo P450,.., diferente de la descrita en mitocondrias de otros
tejidos esteroidogénicos, lo que hace de las PSM de la placenta un buen modelo
para el estudio de esta relacion.

Citocromos de {a cadena respiratoria.

Es hien conocido que durante el aislamiento de las mitocondrias de higado
de rata se pierde parciaimente el citocromo ¢, por lo que se hicieron experimentos
para identificar a los citocromos de la cadena respiratoria en las PSM de la
ptacenta. El espectro diferencial de mostré ias bandas a caracteristicas de los
citicromos b, ¢+¢, y da, cuando se uso la ditionita como agente reductor (Fig 1,
trazo B), o bien el NADH o el succinato (Fig 2 trazos A y C), mostrando que las
PSM de Ja placenta contienen a todos los citocromos de la cadena respiratoria.

Reduccidon de fos citocromos por NADPH.

~ Aunque se ha establecido que el NADPH es el donador especifico de los
equivalentes reductores para la cadena del citocromo P450, (5), el espectro
generado con este‘nucledﬁdo mostrd la reduceion de los citocromos de la cadena
regpiratoria en forma similar a ia obtenida con el NADH (Fig. 2, trazo B8). Estos
resultadas sugieren que el NADPH, ademas de ser susirato para la sintesis de
progesterona, podria ser sustrato para la cadena respiratoria, a través de un
mecanismo que es independiente de la transhidrogenasa dependiente de energia
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Figura 2. identificacién de los citocromos de la cadena respiratoria. Las PSM
se incubaron en el medio A, descrito en Material ¥ Métodos, en presencia de 300
1M de NADH (trazo A), 300 uM NADPH (trazoB), o 10 mM de succinato {Trazo C).

{45), ya que los sustratos necesarios para la actividad de esta enzima, la
combinacién de NAD* y NADPH o NADH y NADP®, no se encuentran en &! medio
de incubacién.

Se explord 1a posibilidad de que los electrones del NADPH siguieran e
mismo camino que los procedentes del NADH, para esto, se alimenté a las PSM
con los piridin-nucleotidos y se inhibid el sitio | de la cadena respiratoria con 10 M
de rotenona, concentracién que reduce el consumo de oxigeno casi al 100% en ias
mitocondrias de la placenta humana (23). El espectro resuitante mostrd que ambos
piridin-nucleotidos reducen a los citocromos ¢+, y aa, (Fig. 3 trazo Ay B). Estos
resuitados podrian explicarse por una disminucion en la sensibilidad al inhibidor en
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Figura 3. Espectro de las PSM en presencia de rotenona y los piridin-nucleotidos.
Al medio de incubacibn se le adicioné 10 uM de rotenona, y se obtuvo ef espactro
diferencial en presencia de NADH {A) o NADPH (B).

las PSM, o bien a que la rotenona si inhibe eficientemente, pero los equivalentes
reductores siguen otro camino que se "salta” el sitio de inhibicién producido por la
rotenona.

Consumo de oxigeno por las PSM de la placenta.

A continuacion se determind el consumo de oxigeno estimulado por
NAD(P)H o succinato y se hicieron titulaciones en presencia de rotenona,
antimicina yfo cianuro. Las PSM consumieron oxigenc en presencia de los
sustratos antes mencionados, aunque la velocidad de la respiracion con succinato
fue mayor que con los piridin-nuclectidos. La baja respuesta al NADH nos condujo
a cuantificar el consumo de oxigeno en las mitocondrias descongeladas para
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descartar un efecto del proceso de preparacion de las PSM; los resultados
mostraron el mismo fendmeno, es decir, un mayor consumo de oxigeno con el
succinato y no con fos piridin-nucleotidos.

Titulacién del consumo de oxigeno con rotenona, antimicina o cianuro.

Con respecto a las titulaciones, se observé que la rotenona, la antimicina y
el cianuro inhibieron parcialmente el consumo de oxigeno, alin con las maximas
concentraciones probadas; para la rotenona y Ia antimicina se usaron hasta 16 y
6 pg/mg de proteina respectivamente, y para cianuro hasta 100 yM. Cuando la
respiracion se estimulé con NADH, el consumo de oxigeno se inhibid en un 30%
con rotencna, 20% con antimicina y 70% con clanuro (el 100% de respiracion
correspeonde a 16 ng atomos de O, fmg/min}. Con succinato come sustrato fa
inhibicidn con cianuro y antimicina fue de 70 y 90 % respectivamente (27 ng atomos
de O, /mg/min es el 100% de respiracidn). Estos valores son similares a los
reportados para otros sistemas (83).

La inhibicién que se observé con antimicina se refleja en el espectro
diferencial que se obtiene cuando las PSM se reducen con succinato en presencia
del inhibidor, en donde unicamente se identifica al citocromo b (Fig. 4 trazo A).
Cuando el sustrato fue el NADPH, el porcentaje de inhibicion producido por fa
rotenona, la antimicina y el cianuro fue de 12, 25 y 45% respectivamente. Ei
consumo de oxigeno estimulado por ef NADPH representa aproximadamente el
35% del estimulado por el succinato.

La inhibicidn parcial del consumo de oxigeno en preserncia de rotenona y de
los piridin-nuciectidos, se refleja también en los espectros obtenidos bajo las
mismas condiciones. Sin embargo, estos resultados no apoyan la primera
alternativa propuesta, ya que si la reduccitn de los citocromos sélamente se
debiera a ia baja sensibilidad de las PSM a la rotenona, se esperaria que con el
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Figura 4. Reduccibn de citocromos en presencia de antimicina. El trazo A
muestra el efacto de la antimicina (6 ng/mg de protgina) en presencia de succinato.
El trazo B y C cotresponden @ NADH o NADPH respectivaments, pero con 6 ug de
antimicina por mg de proteina.

tiempo, en presencia del inhibidor, también se redujera el citocromo b del complejo
Il de la cadena respiratoria, y esto no, sucede aun cuando se llega a las
condiciones de anaerobiosis (Fig. 3).

Cuando a {as PSM se les adicionan los piridin-nucleotidos en presencia de
antimicing, es posible identificar en la zona de los a al citocrome &, pero también
se detecta la reduccidn del citocromo ¢ y en menor propercidn la de la citocromo
oxidasa (Fig. 4, trazos B y C) y con succinato mas antimicina sélo se identifico al
citocromo b (Fig. 4, trazo A).

Con la combinacién de ascorbato y TMPD como donadores de electrones,
se observo un consumo extra de oxigeno en las mitocondrias de la placenta
previamente inhibidas con cianuro y aminoglutatimida, este Gitimo es un inhibidor
del citocromo P450, lo que prodria explicar por qué en las PSM encontramos gue
el cianuro inhibe parciaimente el consumo de oxigeno estimutado por NADH,
NADPH o succinato y ademas, porque fa combinacioén de ascorbato mas TMPD en
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Figura 5. Espectro de los citocromos de la cadena respiratoria en presencia
de rotenona 10 uM. antimicina 6 pg/mg de protelna y cianuro 1 mM con
ascorbato/TMFD conira la muestra oxidada.

presencia de los inhibidores, rotenona, antimicina y cianuro, reduce a los
citocromos ¢+c, y aa; y también reduce a un citocromo b (Fig. 5).

Oxidacidn de los piridin-nucleotidos.

Se determiné la via de oxidacion del NADPH en estas PSM, evaluando la
actividad de los segmentos, de la cadena respiratoria; para ello se utilizaron
inhibidores especificos y aceptores artificiales de electrones. Et primer segmento
se estudia con antimicina y comprende desde NAD(P)H hasta &) DCPIP como
aceptor artificial; el segundo fragmento se determina en presencia de antimicina y
va desde succinato hacia DCPIP; finaimente, los segmentos tercero y cuarto se
cuantificaron en presencia de cianuro y van desde el NAD(P)H o succinato, hasta
el citocromo c.

La Tabla | muestra que para el segmento NAD(P)H ———»DCPIP, la
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velocidad de oxidacién del NADH es aproximadamente 12 veces mayor que para
el NADPH. Estos datos estdn de acuerdo con lo reportado para otro tipo de
mitocondrias, en donde se describe que la NADH-deshidrogenasa tiene poca
afinidad por el NADPH a un pH de 7.5 (84). Por otro lado, en los segmentos Hil y iV,
en donde el aceptor final fue e! citocromo ¢, la velocidad de reduccion fue similar,
independientemente del sustrato empleado.

ACTMIDAD DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS DE LA CADENA
RESPIRATORIA CON ACEPTORES ARTIFICIALES.

NADH «~-» DCPIP 143.3+38.1 NADH-—- CITC 52.0+£16.0
NADPH ---» DCPIP 11.5¢ 51 NADPH-- CITC 41.0¢ 170
SUCC. —+ DCPIP 60.5 SUCC. —»CITC  43.0£12.0

Tabla 1. La actividad eslé expresada como nmoles de aceptor reducido por
miligramo de proteina por minufo. Los resultados son el promedio de B
experimentos con su desviacion estandar.

La Tabia Il muestra la actividad del fragmento succinato --—--» cit ¢ en
presencia de los piridin-nuclectido y/o los inhibidores. Al agregar NAD(P)H mas el
succinato, se observd que la actividad de este segmento fue aditiva {en relacién
con la observada cuando los sustratos se afiadieron en forma independiente}, Por
otro lado, la adicion de antimicina o de la combinacién rotenona mas antimicina en
presencia de succinatp, inhiben completamente la actividad de este segmento
debido a un eficiente bloqueo de! sitic |]; sin embargo con la posterior adicién de
NAD(P)H (a actividad que se alcanza es similares a las que se obfuvieron para el
segmento NAD(P)H ~-—» cit ¢.
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REDUCCION DEL CITOCROMO C ADICIONADO EN PSM DE PLACENTA
HUMANA.

Adicion Actividad.
SUCC + NADH 88.3+15.8
SUCC + NADPH 8504+ 25.0
SUCC + Rot. 43.0x12.4
SUCC +A A N. D.
SUCC + AA +Rot. N.D.
SUCC + AA + Rot + NADH 51.8 £ 15.2
SUCC + AA + Rot + NADPH 41.0£20.0

Tabla 1. La actividad se expresa como nmoles de citocromo ¢ reducido por
miligramo de protelna por minuto. La conceniracion del NADH y NADPH fue de 300
MM, y para el succinato de 10 mM. Los resultados son el promedio de 5
experimentos con su desviacion estandar;

Suce. = succinato; AA = antimicina; Rot = rotenona; N. D. = no detectado.

Consumo de oxigeno estimulado por citocromo c.

El consumo de oxigeno en las PSM estimulado por la adicién de citocromo
¢, en presencia de succinato, NAD(P)H y/o inhibidares, se presentd una conducta
similar a la sefialada para los segmentos de [a cadena respiratoria. En los trazos
de la figura 6 se puede apreciar que el consumo de oxigeno inducido por el
succinato se inhibe en presencia de la antimicina en un 80 % vy gue bajo estas
condiciones no hay respuesta a la adicién del citacromo ¢ {trazos A y B). Sin
embargo, el consumo de oxigeno inducido por fos piridin-nucieotides (trazos C al
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Figura 7. Espectro de los citocromos de la cadena rspiratona en presencia
de algunos inhibidores. Las concentraciones usadas para cada inhibidor fueron:
rotenona 10 uM, antimicina 6 ugitmg de protelna, cianuro 1 mMy aminoglutatimida
400 uM. El espectro que se obtuvo en presencia de NADH fue sin aminoglutatimida
(trazo A) y ef que se obtuvo con NADPH fue en presencia de todos los inhibidores
{trazo B).

F). aunque mostré una inhibicién parcial por la rotenona {trazos D y E), responde
a la adicion del citocromo ¢ en forma similar a la que se obtiene en ausencia del
inhibidor. Los trazos G y H muestran el consumo de oxigenc estimulado primero
por NAD(P)H, seguida por \a inhibicién con rotenona, v la adicién de succinato y
antimicina, en estas condiciones las PSM conservan una respuesta a la adicion del

citocroma ¢, lo cual puede pensarse gue se debe a los piridin-nucleotidos.

Espectros diferenciales de los cirtocromos de la cadena respiratoria en
presencia de diferentes inhibidores.

La titulacion con los inhibidores, ai igua! que los datos mostradas en !a figura
8, indican que el NADM y el NADPH, en presencia de rotenona y antimicina,
probablemente ceden sus equivalentes reductores a la cadena respiratoria a través
de una via alterna, lo cual se refleja como un consumo de oxigeno. Con base en
estos datos nos interesé conocer cusles de los citocromes de la cadena respiratoria
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Figura 8. Reduccidn extra de los citocromos en presencia de los piridin-
nucleotidos. Las PSM se incubaron en presencia de 10 mM de succinato y de los
inhibidores (rotenona 10 uM, antimicina 6 ug/mg de proteina o cianuro 1 mM) en
ambas cuvelas, para reducir todos los citocromos de Ia cadena respiratoria . Para
los trazos A y B, las PSM se incubaron primero con succinato y rotenona durante
10 minutos y posteriormente se les adiciond NADH (300 uM) trazo A 0 NADPH en
la misma concentracion, trazo, B en la cuveta muestra. Los trazos C y D
coresponden a PSM incubadas con succinato, rotenona y cianuro durante 10
minutes, posteriorments se le adiciond NADH (trazo €} o NADPH (trazo F).

se reducen en presencia de las combinacicnes de los inhibidores rotenona,
antimicina y cianuro. Los espectros de diferenciales que se obtuvieron con el NADH
o el NADPH, se muestran en la figura 7 (frazos A y B, respectivamente), en donde
fue posible identificar a los citocromos ¢ + ¢, y aa, a pesar de la presencia de los
tres inhibidores.

De acuerdo con los resultados anteriores se determind si los piridin-
nucleatidos eran capaces de incrementar la reduccion de los citocromaos que
previamente se redujeron por el succinato. Los espectros son similares tanto para
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el NADH como para el NADPH, los cuales mostraron un maximo de absorcién a
362 nm en todas las condiciones, o que sugiere la presencia de un citocromo tipo
b (Fig. 8). Los mismos resultados se ebtuvieron cuando se usaron mitocondrias de
placenta congeladas-descongeladas en lugar de las PSM (datos no mostrados).

34



DISCUSION

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo muestran que las PSM de
la placenta humana tienen los citocromas de la cadena respiratoria, &! citocromo
P430,,. y a la cadena asociada a é!, af igual que al complejo AS-isomerasa-3f
esteroide deshidrogenasa por lo que son capaces de sintetizar progesterona y de
consumir oxigeno.

EI NADH y el NADPH reducen a los citacromos de la cadena respiratoria, lo
cual sugirie que estos siguen caminos similares para su oxidacion, lo gue se mostro
con el uso de los diferentes inhibidores. En presencia de rotenona los piridin
nuclettidos reducen a los citocromos c+¢, y aa,, esto se podria explicar por medio
de un mecanismo en el que los equivalentes reductores siguen otro camino que
"salta" el sitio | de la cadena respiratoria, pero que regresa a ésta posteriormente.

Con 1a antimicina se bloquea eficientemente el transporte de electrones
provenientes del succinato, pero no ios de los piridin-nuclectidos. Estos ultimos
podrian estar transfiriendo sus electrones a un citocromo que no forma parte de la
cadena respiratoria, pero que esta conectado con ella. Los resultados sugieren la
presencia de dos citocromos b diferentes, uno que se reduce por el succinato,
probablemente el del complejo 11l de fa cadena respiratoria y que es sensible ala
antimicina y otro menos sensible a éste inhibidor y que es reducido por los pirdin-
nucleotidos. Esta conclusidn se apoya también en el hecho de que se necesitan
cantidades diferentes de antimicina para obtener la inhibicién del ciocromo b con
succinato como sustrata (6 ng/mg de proteina) y para la irhibicién parcial con
NAD{P)H (6 pyg/mg de proteina). Este citocromo se encuentra probablemente en
baja concentracién ya que no es posible observario en los espectros cuando esta
presente la rotenona. Podria pensarse que este citocromo forma parte de una
tercera cadena, que conectaria a los dos sistenas de transporte de electrones, lo
cual explicaria la estimulacidn de 1a sintesis de progesterona en las PSM de la
placenta por el NADH.
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Oliveira y Meigs propusieron una tercera cadena capaz de consumir
oxigeno, basandose en el hecho de que al adicionar ascorbato y TMPD a las
mitocondrias de [a placaenta se produce un consumo extra de oxigeno en presencia
de cianuro y aminoglutatimida; estos datos explicarian los resultados que se
obtienen en el espectro diferencial bajo estas condiciones (en presencia de cianuro
y aminoglutatimida), donde se puede apreciar la reduccion de un citocromo b, el
cual podria estar participando en esta tercera cadena.

Al comparar los segmentos NADH—»DCPIP y NADH-—-—-»cit ¢ se observa
una diferencia importante en cuanto a la actividad de la NADH deshidrogenasa, que
se podria explicar por la presencia de un paso limitante que podria ser desde Ia
CoQ, que frenaria [a actividad de dicha enzima cuando se valora e} segmento
NADH ---—»cit ¢. Sin embargo, la respuesta de estos segmentos al NADPH sugiere
que (a reduccién de los citocromos de la cadena respiratoria, no se inicia a través
de la NADH deshidrogenasa del complejo 1, sino por ia via alterna que se esta
proponiendo, la cual incluye a otra deshidrogenasa que es insensible a la rotenona
¥ que puede tornar los equivalentes reductores tanto del NADH como del NADPH.
Esta via se une con la cadena respiratoria después de la CoQ y sus equivalentes
reductores siguen un camino diferente al que toman los equivalentes provenientes
de! succinato. Este punto se apoya por los resultados la tabla Il en donde se
muestra la actividad del segmento succinato ———»cit ¢ en presencia de los piridin
nucledtidos y/o los inhibidores, en donde se observa que los equivalentes
reductores del succinato y de los piridin nucledtidos llegan por diferente via para
reducir al citocromo c.

Estos resultados también concuerdan con lo encontrado en los trazos de
consumo de oxigeno (Fig. 7, trazos g y h), sugiriendo un camino diferente para los
equivalentes reductores del succinato y de los piridin-nucleotidos ya que a pesar
de la presencia de rotenona y antimicina se puede estimular el consumo de
oxigeno al adicionar citocromo ¢,
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En conclusidn, los resultados apoyan la existencia de una via alterna para
la oxidacién de los piridin nucleétidos, que puede ser la tercera cadena propuesta
por Olivera y Meigs, integrada por una piridin-nuclectido deshidrogenasa que
reconoce tanto al NADH como al NADPH y un citocromo tipo b, el cual pudiera
estar asociado can centtos fierro azufre, como se ha descrito para otras cadenas,
o en combinacién con otras proteinas que permiten el consumo de oxigeno. La
organizacién de esta cadena no es clara pero un posible esquema seria el
siguiente;

suC
d
Fp

ROT AA CN3e— /2 O2
NADH\—*NADH-DH#* CoQ —>Cyt b+~ Cyt ¢, —> Cyt ¢ —=Cyt oxi C
NAD(PH-DH— — Cyt b /
P ?

CHOL + O,

Ha0)

NADPH > Fp > |SP ———— Cyt P450 EO
HpO + Pg

Quedaria por aclarar si hay otros componentes en esta cadena, asi como
estudiar su papel fisiolégico en el metabolismo de fas mitocondrias de la placenta
humana; una posible funcién podria ser como mecanismo de reguiacidn de la
sintetesis de progesterona usando al NADH en presencia de concentraciones bajas
NADPH ya que se ha reportado que una relacién baja de NADPH/NADP® limita Ja
sintesis de esteroides en Jas mitocondrias de las glandulas suprarrenales (70), en
donde 1a cadena def citocrome P450 reconoce especificamente al NADPH.
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SUMMARY

Placental submitochondrial particles can synthesize progesterone. Both, progesterone
synthesis and oxygen consumption were stimulated in the presence of succinate, NADH, or
NADPH. NADPH reduced the cytochromes of the respiratory chain in a similar way as NADH.
NADPH oxidation was not achieved by NADH-DH from the respiratory chain, and the presence of
an NAD{PYH-DH is suggested. Submitochondrial particies contain at least two b-type cytochromes,
one inhibited by antimycin when the electron donor is succinate, whereas the other is less sensitive
to antimycin in the presence of pyridine nucleotides. The results suggest a connection between the
respiratory chain and cytochrome P450, through an NAD(PYH-DH and a b-type cytochrome, both
different from the respiratory chain.

INTRODUCTION

Human placental mitochondria (HPM) have two respiratory chains, one coupled to ATP
synthesis, and the other to cytochrome P450sce responsible for the transformation of cholesterol into
pregnenolone (1,2). The mechanism that regulates the activity of each chain and their possible
association is not well understood. However, NADPH may be invelved in the connection between
both electron transport chains has been proposed (3-6). NADP is reduced in mitochondria by malate
dehydrogenase (E.C. 1.1.1.40), isocitrate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.42}, and transhydrogenase (E.C.
1.6.1.1). Although the enzymatic reduction of NADP has been studied (7-11}, there is not enough
information about their possible association to these chains in HPM. This event takes importance,
since at the present the mechanism used by the human placenta to regulate the cholesterol

transformation into pregnencione is unknown.
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We have studied the reduction of the cylochromes by NAD(PYH and succinate in
submitochondrial particles (SMP) from human term placenta, which were characterized previously
{12). In this work, evidence for the presence of a b-type cytochrome and an

NAD(P)H-dehydrogenase different from the complex 1 is presented.

MATERIALS AND METHODS

Human term placentas were obtained fom normal deliveries or cesarean sections. HPM were
isolated as previously described {13), and suspended in 0.25 M sucrose, 1| mM EDTA, pH 74
(isolation medium), and frozen at -20°C until used. After thawing, mitochondria were diluted to 5
mg of protein/ml in the isolation medium; pH was adjusted to 8.2 with Tris-base. The suspernsion
was sonicated in an MSE Soniprep 150 at its maximal output (30 microns) for 45 sec in an ice bath,
three times with two-min intervals, and then, centrifuged at 10,000 x . 10 min; the supernatant was
centrifuged at 105,000 x g for 45 min, and the peltet containing the SMP was suspended in the
isolation medium. Protein concentration was determined according to Lowry et al. (24), using
bovine serum albumin as standard. .

Oxygen consumption was determined in an oxymeter YSI model 53, at 37°C in a medium
containing 100 mM KCl, 30 mM Tris-HCt, 5 mM MgCl,, 5 mM K,HPO,, 1 mM EDTA, adjusted
to pH 7.3 (Medium A); protein content was | mg/ml. Succinate (1¢ mM) and {(NAD(P)H) 300 uM
were used. Other additions are shown under Results.

Differential spectra under anaerobiosis for cytochromes identification was done in a double
beam DW-2a Aminco spectrophotometer, using 4 mg SMP/ml in the Medium A. The wavelengths
used to identify the cytochromes (cytochrome a, 605 am; cytochrome b, 564 nm: cytochrome ¢, 552
nm) were reported previously (13). Cytochrome P450sce was identified by the method reported by
Omura and Sato (14). NADH-CoQ and succinate-CoQ reductase activities were assayed in the
presence of 2,4 dichlorophenot indopheno! (DCPIP) and phenazine methosulfate. as electron
acceptors (15,16). Cytochrome ¢ reduction was determined in the presence of NADH, NADPH, or
succinate, as reported by Hatefi (17).

Cytochrome P430scc from SMP was evaluated by western blot. Briefly, samples were
electrophoresed in 7% SDS-polyacrylamide gels, according to the procedure af Lagmmbi (18), and
then transferred to nitrocellulose membranes as described by Towbin et al (19). Cytochrome
P450scc was detected using a rabbit anti-bovine P450scc antibody, which has been characterized
previously (20-21).

Progestesone was determined by radioimmunoassay (22). The cross-reacting of antibodies with
other steroids was less than 1%. Cholesterol was quantified as reported by Martinez <1 /. {23). The
experiments were performed at least three times by duplicate, using different batches of SMP,

RESULTS |

The differential spectra of SMP assessed in the presence of dithionite plus CO againsi
dithionite, showed a shoulder at 450 nm (Figure 1, Trace A), suggesting the presence of cytochrome
P450sce. Since P450sce did not give a well-defined peak as previously reported (25-26), its presence

was confinmed by the immunoblot (Inset, Figure 1). Also, in conditions of dithionite reduced minus
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Figure 1. Identification of cytochrome P-450 in SMP from human term placenia. The differential
spectrum of SMP was made in the presence of CO and dithionite in the sample cuvette vs dithionite
in the reference cuvette (Trace A), or dithionite in the sample vs oxidized in the reference (Trace B).
The inset correspond to the immunoblot of P-430sec using 50 pg of protein, A: Molecualr weight
standars, B: SMP.

oxidized, the cytachromes of respiratory chain were observed (Figure 1, Trace B). Synthesis of
progesterone by th\ese SMP was observed, and supported by NADPH, NADH, or succinate (96.6,
179.3, and 155.4 pg progesterone mg™' min, respectively).

The reduction of the respiratory chain cytochromes in the presence of NAD(PYH or succinate
was evaluated. Cytochromes b, ¢+¢,, and aa; were observed in the presence of NADH or succinate
(Figure 2, Trace A and C). Although NADPH is the specific electron donor for the P430scc (2), our
resuits showed the reduction of the respiraiory chain cytochromes by NADPH in a similar extent
to that observed with NADH (Figure 2, Trace B).

Rotenone inhibits oxygen consumption in HPM stimulated by glutamate/malate by blocking
the electron transport from NADH-DH to CoQ (4). Therefore, the effect of 10 pM rotenone on
NADPH-induced cytochrome reduction was studied. In the presence or absence of rotenone (Figure
3), NADPH and NADH reduced the eytochromes c+¢, and aa,, suggesting that: aj rotenone partially
inhibits the complex I in SMP from placenta; or, b) there is an alternate pathway, including a
dehydrogenase that oxidizes NAD(PIH, and transfers the electrons to cytochromes through a
rotenone-insensitive pathway. '

The first assumption was tested measuring the oxygen consumption of the respiratory chain
stimulated by NADH, NADPH, or succinate, in the presence of increasing concentration of rotenone
(1 to 16 pg mg™), antimycin {1 ng to 50 ng mg™ for succinate, and from 2 pg to 16 pg mg™ for
NAD(PYH), or cyanide (5 to 100 pM).
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Figure 2. Identification of cytachromes of respiratory chajn. SMP were incubated in Medium
A as described under Material and Methods in the presence of 300 uM NADH (Trace A), 300 uM
NADPH (Trace B), or 10 mM succinate (Trace C). The inset shows the optical density change of
cytochrome b {562 nm) in the presence of NADH in the sample vs oxidized in the reference {Trace
A), or NADPH in the sample vs oxidized in the reference (Trace B).

Figure 3. Speceram of SMP int the presence of rotenone and pyridine nucteotides. The incubation
Medinm A was supplemented with 10 uM rotenone, and the differential spectrum was obtained in
the presence of 300 uM NADH in the sample vs oxidized i in the reference (Trace A), or 300 uM
NADPH in the samgle cuveste vs oxidized in the reference cell {Trace B). Inset shows the reduction
of eytochrome c+c, (551-552 nm) versus time when the substrate was NADH (A) or NADPH (B).
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In the presence of NADH, the oxygen consumption {16 ngat oxygen mg' min” = 100%) was
maximaily intibited 30% by rotenone (4 ug mg"), 20% by antimycin (6 pg mg”), and 70% by
cyanide (100 M), For succinate, inhibition of respiration (27 ngat oxygen mg™ min™ is 100%) was
70% with cyanide (100 pM} and 9094 with antimycin (45 ng mg™). The respiratory rate stimulated
by succinate in the presence ar absence cyanide was similar to that reported previously (28), The
oxygen consumption in the presence of NADPH (10 ngat oxygen mg™” min™ = 100%) was inhibited
12% by rotenone (4 pg mg™), 25% by antimycin (6 g mg), and 45% by cyanide (5 uM).

The following experiment was performed 1o determine whether NADPH oxidation occurred
through the known NADH-DH, by using the anificial electron acceptor DCPIP. The results (as nmol
DCPIP reduced mg™" min™) showed that DCPIP reduction was 143.3 + 38,1 for NADH, and 11.5
5.1 for NADPH, suggesting NADPH was not oxidized by NADH-DH from the respiratory chain.
However, NADPH reduced the added cyiochrome ¢ (Figure 2, Trace B). NADH, NADPH, or
succinate lave similar rate for the reduction of ¢ytochrome ¢ (Table 1). Although the cytochrome
¢ was no reduced by succinate in the presence of antimycin, reduction of cytochrome ¢ by pyridine
nucleotides was achieved even in the presence of antimycin, suggesting an extra-pathway for
NAD(PH oxidation.

At this stage, it was interesting to determine whether inhibitors, at their maximal
concentration tested in the titration curve, produced a parallel effect on the absorption spectra.
Succinate reduced only cytochrome b in the presence of 6 ng antimycin per mg of protein; whereas
NAD(PYH reduced cytochromes b, cte,, and aa,, in the presence of 6 ug antimycin per mg of protein
{1000 times more inhibitor), suggesting that antimycin blocked the electron transfer derived from
succinate, but not from NADH or NADPH (Figure 4). Cytochromes c¢+¢, and aa, were also reduced
by NADH or NADPH in the presence of rotenone, antimycin, or cyanide (data not shown),
suggesting that NADPH transferred its electrons to cytochrome ¢+¢, and aa; through a pathway
insensitive to these inhibitors. )

These data Were reinforced when succinate-induced oxygen consumption was inhibited with
3.3 pg antimycin/mg (Figure 5); further addition of cytochrome ¢ (300 pg/ml) did not modify
respiration. In the absence of antimycin, NADH or NADPH stimulated oxygen consumption, which
increased when succinate was added; this respiration stimulated by succinate was inhibited by
antimycin;, however, further addition of cytochrome ¢ stimulates oxygen uptake, showing that both,
NADH or NADPH oxidation follows a different pathway from the electron transport chain (Fig. 5).

Finally, SMP were incubated in the presence of succinate and rotenone, and then, NADH or

NADPH was added to sample cuvetle. Figure 6 shows that pyridine nucleotides reduced a

2



Vol. 38, No. 1, 1996 BIOCHEMISTRY and MOLECULAR BIOLOGY INTERNATIONAL

Table 1. Specirofotomerric reduction of added-cytochrome ¢ in SMP from human placenta in
the presence of several inhibitors.

Addition Activity
NADH 5202160
NADPH 410170
Succinate 430+120
Succinate + NADH 883+1538
Succinate + NADPH 85.0£250
Succinate + Rot 430=124
Succinate + AA ND.
Succinate + AA + Rot N.D.

Suceinate + AA + Rot + NADH 51.8+£152
Succinate + AA + Rot + NADPH 41.0£200

Activity is expressed as nmol cytochrome ¢ reduced/mg/min between weavelengh 550-575 nm.
NADH or NADPH were 300 pM, succinate was 10 mM, Results are the mean of 6 experiments with
its standard deviation. N.D. = non detected; AA = 6 pg/mg antimycin; Rot = 10 pM rotenone.

429

430 A

Figure 4. Reduction of cylochromes in the presence of antimycin. Trace A shows the effect of
antimycin (6 ng/mg protein) in the presence of 10 mM succinate in the sample cuvette vs oxidized
in the reference. Traces B and C are similar to trace A but with 6 ug of antimycin/mg and 300 uM
NADH (Trace B) or 300 uM NADPH (Trace C) as reductant in the sample cuvette.
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Figure 5. Oxygen conswmplion of SMP in the presence of suceinate, NADH or NADPH, and
respiratary chain inhibitors. SMP were incubated in Medium A, described under Material and
Methods, supplemented with 300 pg of cytochrome ¢/mg of protein. NADH, NADPH (300uM,
each), or succinate {10 mM) were added as indicated. Antimycin (AA) or rotenone {Rot) were added
at 3.3 pg/mg, each. The values indicate the ngatoms oxygen consumed/mg/S min.
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Figure 6. fxira reduction of cytochromes in the presence of pyridine nucleotides. SMPwere
incubated in the presence of 10 mM succinate and 10 uM rotenone, 1 mM cyanide, or 6 ug
antimycin/mg in both cuvettes to reduce the respiratory chain cytochromes. For trace A and B the
SMP were incubated with succinate and rotenone 10 min, and then 300 uM NADH (Trace A} or 300
uM NADPH {Trace B) were added to the sample cuvette. In trace C and D the SMP were incubated
with succinate and antimycin for 10 min followed by the addition of NADH (Trace C or NADPH
(Trace D). Finally, NADH (Trace E) or NADPH (Trace F) were added to SMP preincubated 10 min
with succinate, rotenone, and cyanide.
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cytochrome type-b. Similar results were obtained when the inhibitor was antimycin or rotenone plus

cyanide. In freeze-thawed HPM these results were reproduced (data not shown).

DISCUSSION

Our data give evidence that cytochromes from the respiratory chain and the P450sce are
present and active in SMP from human placental mitochondria. It was previously demonstrated that
SMP from placenta coatain low extramitochondrial contamination (12). SMP from adrenal gland
fail to synthesize pregnenolone, because they lack P45Qsce {29); although pregnenolone synthesis
was described recently in the inner membrane from adrenal mitochondria obtained similarly as
described in this paper (30). However, the properties and features of adrenal and placental tissues
are quite different, i.c., HPM synthesize progesterone from cholesterol, suggesting that the electron
transport chain coupled to P450scc and the A’-isomerase-33 steroid dehydrogenase complex, are
located in this subcellular fraction (31-32).

The low progesterone synthesis induced by NADPH in SMP from placenta regarding the
synthesis observed in the presence of NADH or succinate is difficult to explain. However, the results
strongly suggest a connection between the two electron transport chains. Supporting this assumption,
it has been observed that adrenedoxin reductase from adrenal mitochondria, catalyzes the reduction
of eytochrome ¢ when the isolated proteins are mixed in vitro (33)..

Although NADPH can donate electrons to the respiraiory chain via transhydrogenase (TH)
reaction (! 1), our experimental system lacked NAD’, the co-substrate of TH. The results suggest
that NADPH reduces the respiratory ¢hain cytochromes through complex I or a different NAD(P)H-
DH. Furthermore, we found that citrate or malate in the respiratory medium did not cause oxygen
consumption and failed to produce any cytochrome reduction (data not shown),

The spectrum obtaingd with NADPH suggests that NADH-DH could take electrons from
NADPH. However, when NADH-DH activity was assayed in the presence of DCPIP plus NADH
or NADPH, the NADH-DH activity was higher with NADH than with NADPH, suggesting that the
reduction of cytochromes observed in tﬁe presence of NADPH is not through complex I,
NADH-DH. In spite of this, in all the experiments described, NADH and NADPH showed similar
reduction of cytochrones, suggesting the presence of a different enzyme from NADH-DH, which
oxidizes NADH or NADPH and transfers the electrons to b-type cytochrome not contained in the

respiratory chain,
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Although the amount of cytochrome b wasl not quantified, the results suggest a low
concentration of this component, since it was 1ot observed in the spectrum obtained in the presence
of rotenone (Figures 3 and 5). This assumption is supported by the results that demonstrate the
presence of two different b-type cytochromes, one reduced by succinate through an antimycin
sensitive process, whereas the other is less sensitive to the inhibitor and is reduced by pyridine
nucleotides. This conclusion is also supported by the different amount of antimycin required to
produce a partial cytochrome b inhibition in the spectrum in the presence of pyridine nucleotides
(6 ng/mg) and a total inhibition with succinate (6 ng/mg), being 1,000 times more sensitive with
succinate than with NAD({P)H,

Olivera and Meigs (4) proposed a third way of oxygen uptake in HPM, since the combination
of TMPD (N,N,N'.N'-tetramethyl-p-phenylenediamine) plus succinate produces an extra oxygen
consumption in mitochondria inhibited with cyanide and aminoglutethimide. Accarding to our data,
the described NAD(P)H-DH and b-type cytochrome could be components that connect the two
electron transport chains, and couid account for the increased progesterone synthesis in the presence
of NADH. The location of this enzyme and the b-type cytochrome is not known. The NAD(P)H-DH
and the b-type cytochrome may be associated with the iron-sulfur centers of the chains (34), or in
combination with other proteins to support oxygen consumption (4), but further research should be

necessary 1o explain their physiological role in the mitochondrial metabolism of the human placenta.
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