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ABREVIATURAS

ADP: Adenosin difosfato.

ATP: Adenosin trifostato. )
BAL: British Anti-lLewisite (2,3, dimercaﬁtoprupunol).
CoQ: Coenzima Q oxidada.

COQ”Z: Coenzima Q reducida.

DCIP: 2,6~ Dicloroindofenol de Sodio.

D1’ Dicrotreitol.

EDFA: Acido etilendiamina tetracético.

FAD: Flavin-adenin-dinucledtido.

FCCP: Carboxicianuro m- clovofenihidrazona.

1PP: Inosin difosfato.

Ki: Constante de inhibicidn.

Km: Constante de Michaelis-Menten.

MOPS: Acido 3—|N-morfolino |-2-hidroxipropanosulfdnico.
MSH: Metasulfato de fenazina.

NAD: Dinuclebrido de nicotinamida y adenina & difosfo
nucledtido (DPN).

P1LPES: Piperazin-N,N'-biglAcido 2—etensulfdnicol.

PSM: Particulas submitocondriales.

Sli: Grupo sulfhidrilo.

Sh: Actividad de succinato deshidrogenasa.

piridin

SDli: Enzima succinato deshidrogenasa 6 deshidrogenasa succinica.

TRIS: Tris(hidroximetil )aminometano,



RESUMEN

Se estudid el efecto del Cadmio sobre la deshidropenasa succi-
nica. La adicidn de este metal a particulas submitocondriales provocd
una disminucidn de la velocidad maxima alcanzada

1a oxidacibdn del succinato, Sin oembargo, la km de

por la enzima con

la enzima no se
vid alterada. Concentraciones de Cadmio proximas a | pM causan una
inhibicion del 507 en la actividad de ta enzima.

Ll efecto dinhibivorio del catidon metalico parcce deberse a

la unidn de este a grupos sullhidrilo de la enzima uegsto que el
o T

grado de inhibicidén aumenta o un plt proximo al del pKa de estos
grupos. Ademas, la adicién de ditrotreitol, el cual es un agente

reductor de grupos sulfhidrilo, revierte la inhibicidn.

La accion de moduladores positivos sobre la enzima, como el
ATP, el acetato, los radicales SU4~ y el fosfato, no evitan
inhibidora del cadmio. No obstanve, la presencia de oxaloacetato

la accidn

en el medio, el cual es un potente apente inactivador de la enzima,
reduce el grado de inhibicidn provocado por este metal,

Lo anterior sugiere, que la accidn dinhibidora del Cadmio sobre
la deshidvogenasa succinica, es debida a la unidén de este a grupos
funcionales(=-Sl) esenciales para la actividad y que esta unidn es

preferencial en presencia de la enzima activa.



INTRODUCCION.

E1l cadmio es un elemento que se encuentra en muy bajas
concentraciones en lJa corteza terrestre (1,2). Sin embargo,
en. ciertas zonus su concentracibén ha alcanzado niveles
que pueden ser considerados contaminantes, lo que se debe
en gran parte al incremento del namero de industrias que
lo utilizan (3,4,5), asi como a su uso creciecnte en fertili-
zantes y plaguicidas (6,7) y al mal manejo de las aguas

de desperdicio (8).

- El cadmio se localiza en el grupo 1IIB de la tabla
periddica,entre el zinc y el mercurio, y tiene en la mayoria
de los compuestos que forma, un estado de oxidacidn de
" o : . P ; 24 L
Cd (IT). A pesar de que el radio idnico del Cd es- similar

al del Ca2+

(99 pm, Pauling), forma enlaces preferencialmen—
te covalentes, sohre todo con los ligandos polarizables

debido a su nOwero relativamente grande de electrones. y

al efecto de pantalla que ofrece el orbital Adlo (9).

Lste meval puede formar compuestos con el oxigeno-

P4 . ’ |

y también reaccionar con los haldgenos para dar los haluros
correspondientes. Sin embargo, de mayor interés biolbgico
‘resulta la alta afinidad del catidn por los grupos carboxi-
lo (10), dimidazol (i1}l) y sobre todo sullhidrileo (11,12)

‘ . ; . ; s
que en muchas biomoléculas son esenciales para la expresion

L e ;o
de la actividad fisiologica.



Debido a esta (ltima caracteristica se ha relacionado
la intoxicacibébn por C€d con 1a manifestacibébn de diversos
padecimientos en el hombre. Entre estos destacan: disturbios
gastrointestinales agudos (13,14), deterioroc en la funcidn
pulmonar (15,16,17), disfunciones renales (18,19,20,21,22),

afecciones bseas (13,23), hipertension (24,25,26), etc.

En cuanto a los efebtos del Cd a nivel subcelular,
la mitocondria parece ser el organelo blanco debido a que
un gran namero de sus enzimas dependen de grupos sulfhidrilo
para su actividad catalitica. Observaciones de Saris vy
Jorvisalo (27) y de Chavez et al (28) sugiceren que el cadmio
pﬁede ser acumulado en la mitocondria por un proceso depen-—
diente de energia que presenta caracteristicas similares
al tvransporte dé Ca++, y que posiblemente utiliza al aca-
rreador de este catidn, pues su entrada es 1inhibida por
el rojo de rutenio, el cual es un inhibidor del transporte
dé calcio. Asi mismo, se puede dimpedir la captacidn de

g2 . v
cd“t en presencia de IFCCF un agente desacoplante.

Cuando se mide el consumo de oxigeno mitocondrial
. ) + ; . g Co
ern un medio que contiene K", las ha jas concentraciones
: 2+ - . s .
ce Cd causan primero una estimulacidn en la respiraciodon,
seguida por la inhibicibdbn de esta. La interpretacidn que
Harris y Zaba (29) dieron a estas observaciones es la si-
guiente: Una unidén rapida inicial del cadmio a la mitocon-—

dria lleva a un incremento de la permeabilidad del potasio.



. . . . +
Cuando la mitocoundria esta energizada, el K penetra y
si se encuéentra en cantidad suficiente para causar dano
TS - - . 2 ++
mitocondrial, una segunda fase de acumulacidn de Cd se
" . . + L.
lleva a cabo. El cadmio, ahora, desplaza al K de los sitios

funcionales e iuhibe la respiracidn.

Este efecto del' cadmio- mediado por una alteracibn
en la permecabilidad de’ la membrana . hacia el K ', y posible-

2+
g , no es

mente también hacin _ﬁrrbs 'CaLionés “como el M
el UGnico qgue se obsefva. Jucébsr et al (30) notaron que
pequenag concentr>»-iones del metal desacoplan la fosforila-
cion oxidativa. Con mitocondrias de higado de conejo se
obrtiene un completo desacoplamiento a concentraciones de
cadmio de 5 pubM; estos autores mostraron que los sitios
a los que se une el cadmio para producir el desacoplamiento,
representan un porcentaje minimo del total de grupos ditio-—
les ya que la adicidn de BAL para rvevertir este efecto
sb6lo remueve un 3% det Cat? unjd; a la mitocondria, A con-—
clusiones sjmilarcs llegaron Sanadi et al (31), TFletcher
et al (32) y Flubarty y Sanadi (33). lLstos Gltimos conside-—
ran que los sitios a los que se une el cadmio, para alterar
las funciones mitocondriales, son distintos a los que su
une para alterar la estructura. PFluharty y Sanadi han suge-—
rido que la primera accién del cadmio en la mitocondria,
con @—hidruxihuLilutu como substrato y en ausencia de ADP.

congsiste en una pérdida det control respiratorio, que es

debida  al desacoplamicento  de La fosforitacidn oxidativa,



y se manifiesta por un incremento temporal de la respiracibn
coincidente con la oxidacién del NADH endbgeno. Sothard
_ g s P . . - " . ++
et al (34) ha atribuido Los cambios inducidos por el Cd
en Lla funcidn mitocondriatl a la unidn del metal a grupos
sulfhidrilo c¢riticos, localizados en proteinas intrinsecas
de la membrana interna wmitocondrial. 8Se considera que 1la

alteracidn de estos sitios suprime cierta cantidad de fun-—

ciones acopladas (fosfbrilacién oxidativa, recambio de
32, . : AP i - i
ilmAl[) al mismo tiempo que dincrementa o induce otras
M 1 e o 0w L ) .+ 24
( hidrolisis de ATP, transportLe de K y Mg ).

A concentruciones de cadmio mayores que las requeridas
para inducir desacoplamiento, se produce wuna inhibicidn
significativa en la utilizacidn de sustratos (30). En prepa-
raciones de mitocondrias obtenidas de pulmén de oveja,
el Cd¥™ o es un potente dinbribidor del transporte electrbnico
y concentraciones de 50 pM causan una completa inhibicidn
de la oxidacidn de los sustratos ligada tanto a deshidroge-
nasas de flavina como asociados a piridinas (35). Mustafa
y Cross bhan demostrado que este efecto no involucra a los
citocromos y que mas bien puede deberse a un blogueo de
las deshidrogenasas (35). A similares conclusiones han
llegado DPiamond y Kench (36) en mitocoundrias de higado,
sin embargo la cantidad de Cd necesaria para obtener el
wismo efectLo inhibitorio fue mucho mayor, posiblemente
porque las mitocondrias de pulmén en la primera preparacidn

se encuentran mas desacopladas que las de higado. Diamound

y Kench han reportado la alta sensibilidad de la succinalo
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deshidrogenasa a los metales pesados.

En hase a estos resultados, decidimos estudiar de
manera mas intima la interaccidédn del cadmio con la succinato
deshidrogenasa (SDU). Kn células estrictamente aerbbicas,
la succinato deshidrogenasa (E.C, 1.3.99,1)es wuna enzima
ligada a la wmembrana interna mitocondrial e integrada a
los demas componentes de la cadena respiratoria. En este
tipo de células su funcidn primaria os catalizar la oxida-
cidp de succinmato a fumarato con una alta conservacidn
de energia. La SDH es una enzima dimérica compuesta por
una subunidad de 27 000 daltones y otra de 70 000 dalto-
nes (37). Cada uno de sus componentes contiene & &atomos
gramo de hierro no hemdtico por 4 moles de azufre Aacido
14bil, ademés, la subunidad de mayor peso presenta flavina
unida covalentemente en el silio catalitico (38), La unidn
se dé entre el grupo metilo en posicidédn 8 de la riboflavina
y el nitrdégeno en posicibdn 3 del anillo imidazdlico de
un resto de histidina de la proteina (39). En la mitocon-
dria la SDH esta sujeta a un coMplicado meﬁanismo de regula-
cibén. La enzima puede existir bajq dos formas: un estado
inactivo estabilizadocon oxaloacetato, ADP y CoQ, y un
esﬁﬂdo activo que es estable en presencia del sustrato,

1ahibidores competitivos, ATP y CoQH,.

i : . s _
Con excepcibdbn de las poliaminas y el K no se ha repoar-

tado el efeccto de alghn olro catidén sobre la enzima (40).



Sanborn (41) ha reportado que la succinato. deshidrogenasa
cuando se encuentra en su conformacidén activa es mucho
mas sensible a la inhibicidén por N-etilmaleimida y bromopi-

ruvato.

Debido a que ¢l cadmio tiene un tamafo muy pequeiio
( 0.99 A) en comparacibdn al de las maleimidas y ademés
es capaz de peneltrar a sitios hidr6fobos con gran facilidad

se planted el siguiente objetivo.

Estudiar Jla intervaccidn del cadmio con la succinato
deshidrogenasa ya gue este elemento puede ser una herramien-—
PN . .
ta Gatil para conocer algunos de los mecanismos que inter-—
. . - . PR
vienen durante la e¢xpresidn de la actividad catalitica
de la enzima, en especial durante el proceso de activacidn-

inactivacidn.



MATERIAL Y METODOS.

in  todos los experimentos descritos en este trabajo
se utilizaron particulas submitocondriales elaboradas a
partir de mitocondrias de corazdn de res.

s

Preparacién_de las mitocondrias sepin la técnica de Polytron (40).

Los corazones de res fueron conseguidos del rastro
municipal de Milpa Alta. Fil dbrgano se transportd en hielo
al laboratorio para evitar el menor daifio posible al tejido.
Todas las operaciones que se describen a continuacidn ée
efectuaron manteniendo el material en hielo o con la centri-
fuga a 4°C.

a) Se remueve el exceso de grasa y tejido conjuntivo del
corazbn.

b) Se elimina 1a sangre del midsculo cardiaco enjuagando
el o6rgano en un medio de sacarosa 0.25 M, EDTA 1 uM
ajustado cen Tris a pil 7.3,

c) EYl miocardio se fragmenta en pedazos pequenios los cuales
secolocan en el mismo medio de sacarosa.

d) Para idiniciar la homogenizacidén del tejido, los trozos
obtenidos en el paso anterior son molidos en un molino
de carne comiin.

e) KBl Gltimo paso en la homogenizacidn del tejido consiste
en colocar una parte del misculo molido por dos partes
del medio de sacarosa en un vaso de 500 ml dando‘un

‘volumen final de 400 wl. Fl vastago de Polytron se sumerge



en esta mezcla y el Po1yﬁron es puesto a trabajar duran-
te 20 a 30 segundos a 2500 rpm.

£) La preparauién resultante se filtra con tela de gasa
y se vacia en un recipiente.

Estos dos Gltimos pasos se repiten hasta tratar todo el

tejido. El voldmen resultante es de upfoximudamente 8 1.

Enh esta etapa es necesario volver a ajustar el pH con Tris

a 7.3 debido a que este disminuye por la liberaciédn del

material de los lisosomus.

g) Ahora el homogenado se centrifuga a 800 g durante 10
minutos para e¢liminar el vejido residual y las células que
no se rompieron.

h) Bl sobrenadante se precipita a 12000 g durante 10 min
y el sedimento resultesnte se lava una vez mas en el
mnismo medio de sacarosa.

Una vez preparadas, el total de mitocondrias se- dividen

an alicuotas de 10 ml conteniendo de 20 a 30 mp de proteina/

.ml para ser.congeladas.

Preparacibn de 1las particulas submitocondriales.

Para cada experimento se descongeld una fraccidn de
las mitocondrias para hacer PSM. Estas fueron preparadas
de acuerdo al método descrito por Lee y Lraster (42), que
en general consiste en los siguientes pasos:

a) De 2 a 5 g de proteina se mitocondria se diluyen aproxi-

madamente tres veces en ¢l medio de sacarosa descrito

anteriormente.

- 10 -



b) E1 pH se ajusta con Tris a 8.5. La membrana mitocondrial
externa expuesta a pH alcalino se vuelve vulnerabie
y mds fécil de romper. Esto ocurre por un mecanismo
que no esta bien definido.

c) Las mitocondrias son sonicadas (en un sonicador tipo
Soniprep 150) déndoseles dos <ciclos de sonicacidén de
un minuto de duvacibdn cada uno y separados por un inter-
valo de un minuto.

d) LEsta preparacidn se centrifuga a 12 000 g durante 10
minutos para eliminar las mitocondrias que no se rompie-
ron.

e) El sobrenadante se centrifuga a 121 000 g durante 1
hora obteniendose en el sedimento las PSM.

f) Las PSM se resuspenden en sacarosa-Tris pH 7.3 sin EDTA,

vya que este Gltimo es capaz de quelar al cadmio.

Este vipo de preparacidn consiste en ﬁragmencos de
memﬁrana interna mitocondrial, que por la accibén de 1la
'energia de sonicacién, quedaron invertidos, de tal manera
que la superficie que anteriormente estaba expuesta hacia
la matriz mitocondrial ahora queda expuesta al medio de
reaccidn. En este sistema, 1la medicién de 1la acfividad
de éuccinato deshidrogenasa 8.D. se facilita ya que no
estan presentes las barreras de permeabilidad que normalmen-
te ofrece la membrana mitocondrial a los colorantes (DCTP
y sobre todo MSIF), ademas, la actividad especifica se incre-~

menta.



Determinacion de la actividad de la deshidrogenasa succinica.

La succinato deshidrogenasa cataliza la remocidn de
un par de electrones del succinato para rendir fumara-
to. En condiciones normales estos electrones fluyen a 1lo
largo de 1la cadena respiratoria hasté Llegar al oxigeno,
reduciéndolo y producicendo “20’ Para medir la actividad
de D.S. es necesario interrumpir este flujo hacia el O2
de tal manera que los electrones provehlentes del succinato
puedan ser captados por un sistema de colorantes adecuado

que dindique La velocidad del flujo electrbénico y por 1o

tanto la velocidad de catalisis.

En las condiciones experimentales que se describen
,

en este trabajo, la interrupcidn del f[lujo de electrones
se obtiene mediante la adicién de cianuro (el cual es un
inhibidor muwy potente del citocromo a,) y de rotenona, la
cual impide la fuga de electrones por el sitio I. El sistema
de colorantes utilizado consiste en una mezcla de metasul-
fato de fFfenazina (MSF) y de 2,60-dicloro indofenol de sodio
(DCIP). El primero funciona como un transportador de elec-—
trones desde la SDH hacia la DCIP. El MSF tiene dos sitios
de accidén, uno a nivel de la deshidrogenasa y otro en la
coenzima Q, al unirse a ellos provécm la reoxidacidn -de
las formas reducidas por el succinato. Después los electvro-
nes son transportados del MSKF hacia el DCIP. La forma oxida-

‘da del DCIP es azul oscuro y la forma reducida -es incolora.



Forma oxidada Forma reducida
(azul oscuro) (incolora)

Esta pérdida de color puede ser seguida espectrofotomé-
tricamente a 623 nm de tal manera que el cambio en la absor-
bancia AA durante un cierto intervalo de tiempo AT, es
decir AA/AT, esta en funcidn directa de la velocidad de
deshidrogenacién del succinato. La forma en que se relaciona

este cociente con la velocidad inicial Vo es la siguiente:

AA 24
T 21

Vo

B
N

LLa constante 24 representa el faétor por el que hay
que multiplicar la cantidad de'proteina afiadida al realizar
la medicidén para estandarizarlo a 1 mg. lIn los experimentos
representados en resultados, para medir la actividad de

D.S. se agregaron 125 ug de proteina a 3 ml de medio, es

decir, 41.67 wmg/ml que al ser multiplicados por 24 dan
1 mg de proteina. EL 21 es el valor de la constante de
extincidén molar del DCIP. De esta manera, el valor de velo~

- 13 -



cidad dinicial Vo equivale a nMoles de DCIP reducido/mg.min

4 equivalentemente nMoles de succinato oxidado/mg.min.

Es dmportante hacer notar que el intervalo AT conside-

rado, varid de 1 a 3 minutos, Durante este lapso la varia-
cidn en la -absorbancia es proporcional a 1la variacibn
en el tiempo, y por Lo tanto la pendiente que se obtiene
depende’de la concentracidn de succinato aifadido (velocidad

inicial).

Caonsumo de oxipeno.

El consumo de oxigeno se midid en un electrodo tipo
Clark. La reaccidn que ocurre es la siguiente:
a) BEn el cdtodo de platino(pt) el oxigeno es reducido.

O2 + 2”20 + bde —— 4017

b)‘En cl Anodo - (Ag):

LAy ——p 4AgT + he

La velocidad de reduccién del 02 (la corriente medida
en el electrodo) es proporcional a la actividad del oxigeno
disuelto. Para 1la ciudad de México se considera qué la
cantidad de oxigeno disuelta en un medio similar al descri-
to en. la Figura 4, es de 400 n Atomos Oz/ml. La velocidad
en el consumo de oxigeno dado por la PSM en estas condicio-
nes se calcula a partir de la pendiente que da el trazo
y se corrige para | mg de proteina, quedando n A O/mg.min.
En todos los experimentos, la proteina se ‘determind de

acuerdo al método de Lowry et al (43).

- 14 =



RESULTADOS

La Figura 1 muestra el efecto que concentraciones
crecientes de cadmio tienen sobre la velocidad de oxidaciébn
del succinato. En la Figura 1B esta representado el inverso
de la velocidad dinicial en funcibdn de la concentraciédn
de cadmio (representacibén de Dixon) obteniendose una cons-—
tante de inhibicidén de 1.1 uM. Tanto en este experimento
como en el representado en la Figura 2, 1las PSM fueron
activadas con 30 mM de fosfato durante 30 minutos a 37°C.
Es conveniente mencionar aqui gque antes de realizar este
experimento se analizbé la posibilidad de que la dinhibicidn
de la enzima por el cadmio fuera dependiente del tiempo
de incubacidbdn. Sin embargo, entre O y 30 minutos el grado

de inhibicidén permanecid constante (datos no mostrados).

En la Figura 2 se observa la inhibicidn no competitiva
que induce el cadmio en la enzima. La presencia de cadmio
en el medio provoca una disminucibén de la Vmédx (267 nmoles
de DCIP red/mg min) sin embargo, no altera la Km ( 70 uM).
Esto es evidencia de que el metal se esta uniendo a wun

sitio distinto al de unibén del sustrato.

Para conocer si la inhibicidén de la enzima se bebia
a la unidén del cadmio a los grupos —SH presentes en ella,
se utilizbé un agente reductor de grupos sulfhidrilo, el
ditiotreitol. En 1l1la Figura 3 se muestra la reversibilidad
con DTT del efecto inhibitorio del cadmio. Las PSM que

- 15 -



fueron preincubadas con Cd y después con DTT (b) recuperaron
un 81%Z de la actividad con respecto a su control tratado
unicamente con DTT (C), en comparacidbédn con el 437% de activi-
dad recuperada por las I'SM gue sb6lo fueron preincubadas

con Cd (B) y comparados con su control sin DTT (A).

En la figura 4A estd representado el consumo de oxigeno
por PSM a distintos valoreé de pl, tanto en un medio sin
cadmio (I) como en un medio con cadmio (1I). bBn la figura
4B se puede apreciar que el miximo porcentaje de inhibicidbn
se obtiene a un pH de 8.5. Puesto que el pKa de los grupos
sulfhidrilo es de 8.33, parece ser que Lta inhibicidn de
la enzima estd en funcidn del grado en qque estos grupos

se encuentren ionizados.

Se sabe que el proceso de activacidn-inactivacidn’
de la enzima dinvolucra cambios conformacionales debido
a la gran -cantidad de energia requerida para llevarla a
cabo. En los siguientes experimentos se muestra el ‘efecto

de este proceso en la unidn del cadmio a la enzima.

Si las PSM son incubadas en condiciones similares
a las descritas en la PFigura | pero anadiendo ATP, la enzima
se activa y lua cantidad de cadmio necesaria para dar  un
cierto porvcentaje de inhibicidébn se dincrementa (resultados
no mostrados). Sin embargo, en la [Figura 5 se demuestra
que ésto es simplemente un efecto de quelacibén y que la
activacibn con ATP no evita que el cadmio inhibé; ya ‘que

- 16 -



al afnadir cadmio a particulas activadas con ATP, pero que
ya no lo contienen en el medio (5D), 1la enzima resulta

completamente inhibida (SE).

En 1la Figura 6 se observa el efecto de la activacidn
con acetato sobre la inhibicidén de la actividad de SD. En cada uno
de los trazos estad representado el valor de velocidad alcanzado por
la enzima bajo las distintas condiciones. Se ve que en ningin caso

la activacidn con acetato evita la inhibicibdn por cadmio.

En la Figura 7 se muestra que la activacidn con fosfato tampoco
disminuye el grado de inhibicidn inducido por el cadmio; a lo largo
de las dos curvas superiores (o0,[]), el porcentaje de inhibicidn se
mantiene constante (40%Z) a pesar de que la enzima en presencia de cadmio
([]) se activd 7 veces. Este proceso de activacién como se discutira
posteriormente, puede ser inLerpretado como  una accibn de remocidn
del vo#aloacetato debido al fosfato, durante la cual la cantidad de
enzima activa se incrementa. A pesar de este incremento, el porcentajé
de  inhibicibén se mantiene constante. Esto, estd de acuerdo con el resul-
tado mostrado en la Figura 8, en donde al aumentar la concentracibn
de proteina (activada), el porcentaje de inhibicidn permanece sin varia-

cidn (49%).

Por filttimo, en la Figura 9 se muestra qué la inactiva-
cién de la enzima con oxaloacetato evita la unidn del metal
a la proteina. La preincubacidédn de las PSM con oxaloacetato
y Cd permite que se recupere un 87% de la actividad dequés
de que blas particulas son reactivadas para eliminar el
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oxaloacetato. Sin embargo, cuando las particulas son prein-—
cubadas con cadmio y sin oxaloacetato s6lo se obtiene un
297 de actividad después de ser rcactivadas. La inactivaciébn
con oxaloacetato no es tan efectiva al prevenir la inhibi-
cidén con cadmio y ortofepantrolina pues en este caso sbdlo

se recupera un 49% de actividad comparado con el 31% recupe-

rado en las particulas que no fueron inactivadas.
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FIGURA 2, - REPRESENTACION DE La INHIBICLION NO CORPETITIVA. 125 ricrograros de proveina de PS activadas se
afiadieron a un medio sifular 4l descrito en'la Figurn 1, salvo gque en 11 se agrepd 1.3 pi de CICL,. En cada
punto, la reaccidn s2 inicid con las concentraciones indicadns de succinato. -
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FIGURA 4.- DEPERDENCIA DEL pH EN LA INHIBICION DEL CADMIO SOQBRE EL-CONSUMO DE OXIGENO.
1.52 ing de proteina de FSM se afadicron a 3 ml de un madio que contenia 10 mM de fosfato: 10 mM de succinato,
233 mi "de sacarosa vy ) nM de los siguientes amortiguadores: PIPES-ReO- pH 7.0; MOPS-NaOH pli 7.5; eris-HCl
p 8.0y 8.5; borato-HCl pi 9. En L1 se aindi 0.15 nwles de CGdCL,/ng de proteina.
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T min FIGURA .- EFECTO DE LA ACTIVACION CON ACETATO SOBRE LA INHIBICION DEL CADMIO.

125 pp de proteina se agregaron a un medio como el que s describe en la Figura
1. Donde se indica se agregd: 1.67 mM de accteto de sodio (AcNa) y 6.25 pM de CdCl,.
ia reaccidn s¢ inicid con la adicidn de succinaco 416.7 phi. Bajo cada curva se indI-
can los valores correspondicntes de velocidad inicial.
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FIGURA 7.-—

EFECTO .DE- LA ACTTVACION "COR - FOSFATO. SOBRE LA 1AIBICION DEL CAMNIO.
Aliclotas “de 1257 ng. de | proteina :
de PS4 .a los tiempos indicados para redirles actividad, ¥ la primera fraccidn (%)
las PSM permanccieron en hielo v solo’ e tomaron swestras ol primcipio v al final del
experimento. 1a segunda fraccidn (@) fue incubade a 37°C v a la tercera se le agregd
20 ol de fosfato v también se incuby) = 37°C, en este caso las alicuotas se anadieron
a un medio con 1.3 10 de GACL, (O v o un redio sin GICL, (o).

fueron retiradas de tres fracciones



- g -

Vo

300 1 1
200 |

. 11
100

(-]
o
(>4
] 1 1 L3 t 1
0 13 26 40 55 66 80 ug prot/ml

FIGURA 8.-

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA SOBRE EL PORCENTAJE DE INHIBICION
PSM fueron activadas con fosfato 30 eif durante 30 min. a 37°C. Después de esto, las canti-
dades indicadas de proteina fueron retiradas para pedirles actividad en un medio similar
al descrito en la figura 1. En IT se agregs 2 pl de CdCL,.



%

Actividad

100 _|

50 |

n
] ©

FIGURA 9 .- BIFRCTO DE LA ENACTIVACTON QON OXALOACHTATC SOBRE LA INHIBICION

DEL CAIMIO Y I CALRIO MAS ORI Y, PRAMIROLINA,

o cada poanto e apregiiran 4.2 o de peaoteda, I D, By Fose aiendiod
Pt de osaluiovetarg Voboddog bies muestooe; o dojaron incular dunimte
19 min a 227, Bospuds e la incnlen i, o B, G, K v s Ak icron
045 moles e GICL e de protetna v oon Gy 1 e adid adars, 0,45
wmslos e ortolonnnt ol faZue e proteina, Todoss 1w EICSLrGS S0 contri-
(uron Yo voactivarim con 3 i de fosline + 25 i de SUCC Tto]
der cada we co pognron 129 pen e pronetin para wedicles st vtk



DISCUSTION,.

Tanto en los experimentos representades en 1la Figura
1 como en la 2, las PSM fueron previamente activadas con
fosfato. Lsto se hizo con el fin de obtener una mezcla
homogénea de proteinas en la cual la mayor parte de ellas
se encontrara en su conformacidon activa. Con las enzimas
éctivadas de esta manera, el valor obtenido para la constan-—
te de inhibicién nHo se altera con respecto al encontrado
en particulas no activadas; sin embargo, los experimentos
se vuelven més reproducibles y los pardmetros cinéticos
mas constantes, sobretodo la Vmax que se eleva permancciendo

alrededor de 300 nMoles de DCTPred/mg min.

En todos los experimentos en donde se calculd la velo-
cidad dinicial en condiciones similares a las descritas
en la Tigura 1, la concentracidén de cadmio se expresa en
términos de molaridad. En e¢stos casous la concentracidn
de proteina es muy'baja ( 125 npg/3 ml) y la velocidad de
catdlisis disminuye en respuesta a pequeiios aumentds en
la concentracién d? cadmio. En los demAs experimentos la
concentracion de proteina utilizada, que fue dincubada con
cadmio, es dos o6rdenes de magnitud mayor. De esta manera,
la cantidad de cadmio afiadida para conservar cierto grado
de dnhibicidn se hizo respetando la rclacidon nmolas de
Cd/ug de proteina, tomando en cuenta un valor de Ki de

0.024 namolar Cd/pg de proteina.
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Por otro lado, en ¢l experimento representado en la
Figura 3 se puede apreciar que la cantidad de DTT afiadido
para revertir la inhibicibébn fue ¢l doble que la de cadmio;

esto se debe a que el cadmio es un metal divalente que

reacciona prefercntemente. con. grupos SH vecinales y por

réquiere romper la unidén en

.s5e ‘muestra que la inhibicibdn

o -“ A

ambos sitios. lin
en ¢l cousumo de éxigéné'.éé‘ incrementa a valores de pl
alcalinos, teniendo un maximo.a 8.5. Est descartd ia posibi-
lidad de que el cndmjor se o¢sté uniendo a reactives que
no sean sulfhidrile (pKa B8.33) como podrian ser dimidazol
(pka 6.01) ©-carboxile (pKa 3.9), o-carboxile (pKa 4.3)

6 E—amino (pKa 10.53).

De la Figura 5 a la 9 se mnmuestra el efecto que la
actiyacién con AlP, fosfato y acetato, y la inactivacidn
con oxaloacetato, tienen sobre la inhibicidn de la enzima
por. cadmio. Antes de discutdir estos resultados conviene
fecbrdar el papael que esta .funcién tiene e¢n el metabolismo
mitocondrial. A pesar de que durante mucho viempo se consi-
‘derd la posibilidad de que el proceso de activacidn-inacti-
vacidn de la enzima fuera de impeortancia en la regulacidn
de la velocidad del ciclo de Krebs, actualmente esto ha
quedado descartado y en su lugar, se acepta un cuadro dis-
tinto para el tipo de control gue esta enzima realiza (40,
44). En resumen se puede decir lo siguiente: en la mitocon-

dria la cantidad ¢de enzima que se cncuentra en su conforma-
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cibdn activa se incrementa al aumentar 1a relacibn CoQ.Hz/CoQ,

-Esta razén, puede disminuir hasta 10 veces durante la tran-

sicibdn del esvado basal 4 al 3 & corn la adicidén de agentes

desacoplantes {(45). De esta manera la estimulacidén de 1la

respiracidn con ADP inactiva a la enzima, pues oxida comple-

tamente a la CoQ. Vurante esta etapa 1la concentracién de

succinato se dncrementa (46,47). Ademds, se sabe (48,49)

que la presencia de ATP incrementa la velocidad de oxida-

cidén de succinato. La activacidén por ATP involucra un meca-

nismo no mediado por la reduccidén de la CoQ o de la remo-

c¢idn de oxaloacetato; pues al medir la oxidacidédn de succina-

to en presencin de glutamato {(que remueve al oxaloacetato

por transaminacidén) y piericidina (la cual evita la reduc~

cién dei NaDt y por lo tanto de la CoQ asi como la formaciédn

de oxaloacetato), esta permanece inalterada (50).

El hecho de que la activacidn de la succinato deshidro-

genasa por la Cc;QH.2 y por el ATP sea aditiva (49), muestra

que la accidn de estos dos tipos de moduladores es indepen-

diente. Sin embargo, su occidon combinada &s necesaria para

brindar un control compatible con los requerimientos {isio-

lé6gicos. Para reunir estos hechos en un solo esquema, es

necesario mencionar las obscervaciones de Wu y ‘Tsou (51)

y de Singer P.T. et al (52) de que los sustratos de varias

flavoproteinas uwnidas a la cadena respiratoria (DPNU, suc-

cinpto, colina, o-plicerolfosfato) interfieren mutuamente

con la oxidacidn de los demas, Hsto quiere decir, por ejem-—
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plo que durante la oxidacidén del succinato, la reoxidacién
del NADU se ve restringida; lo cual resulta importante
si se toma en cuenta que la oxidacidén de 1 mol de succinato
rinde 2 moles de ATP, mientras ch_la presencia de 3 sitios
de oxidacidon de NADH,Vproqppg qulectivamente 9 moles de

ATP.

En genergl :se tiene él.:siguiente .esquema: ‘cuando 1la
razbdn ATP/ADP es baja, la deshidrogenasa  ce¢s inacfivada,
1o cual ocurre por la disminucidédn en 1la concentracibén de
ATY y de CC\QH2 (estade 3)., Esto permite un incremento en
la oxidacidn de NADH y durante c¢sta etapa (estade 3) el
succinato se puede acumular. Cuandoe Lfa razdédn ATP/ADP alcanza
un nivel alte (estado 4), la succinato deshidrogenasa se
activa por el succinatvo, la elevada relacidn CoQHz/CoQ
y ¢l =aumento en 1la concentracidn de ATP, resultando en

la oxidocidn del succinato acumulado (40,44),

En la figura 5 se observa que la activacibdn con ATP
incrementd casi 4 veces (D) Ia velocidad de oxidacidn de:.
succinato con respecto al control (A). Sin embargo, 1la
activacién por ATP de la succinato deshidrogenasa en PSH
requiere 10Kcal/mol mas que en las mitocondrias dintactas,
ademias, en estas Oltimas la velocidad requerida para llevar-
la a cabo e¢s menotr, por luo que se ha sugeride que el paso
limivante en la velocidad de activacién se ve [acilitado

en el ambiente mitocondrial (53), A pesar de esto, no hay
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razébn para suponer que en las PSM, el ATP active mediante
la eliminacién de oxaloacetato, fendmeno que tampoco ocurre
en las mifocondrias, como se menciond arriba. Nosotros
suponemos que la actividad mecdida en las particulas activa-
das (D) corresponde a la que dan las enzimas qﬁe no contie-
nen oxaloacetato y que la unidén del ATP (a un gitio distinto
al de 1la unién del succinateo u oxaloacetato) acarrea un
cambio conformacional (lo cual es compatible con 1la alta
energia requerida en el proceso (53), que de alguna manera

aumenta la afinidad por el sustrato en el sitio activo).

A pesar de que la diferencia en energia de activacién
sugiere un mecanismo diferente para la activacién mediada
por ATP en mitocondrias y en PSM, el cambio conformacional

que lo acompafia en estas Ultimas no dimpide que el cadmio

reaccione con los grupos sulfhidrilo de la proteina.

Se ha descrito otro tipo de activacidn en 1la cual
la enzima cambia de una conformacidn inactiva a otra activa
en un medio ligeramente Acido. Este desplazamiento del
equilibrio hacia la forma activa se estabiliza en presencia
de ciertos aniones inorgéanicos, monovalentes, cComo NO3_
17, B, €17, & algunos aniones orgdinicos como el acetato
y formato. A concentraciones adecuadas de estos aniones
la activacidn procede ain a pll neutro o ligeramente alcali-

no {545).

Bl valor encontrado para la energia de activacidn

- 32 -



en estas condiciones es de 25 Kcal/mol mientras que para

la activacidn c¢con succinate, malonato o CleI2 es de 31

a 33 Kcal/mol (55). a pesar de esta diferencia, la cantidad
de e¢nergia requerida para la ractivacidbn  por aniones es

a

lo suficientemente elevada parg ser’ compatible con un cambio

conformacional. Kearney e portaron que durante

la activacién, se libera oxaloacetato de la enzima.

Bajo las condiciones ‘experimentales representadas

en la Figura 6, la activacidn con acetato incrementd en

un 44% la velocidad de oxidacién de succinato. En el segundo

trazo de 1a figura se muestra que este dincremento en la

actividad es idincapaz de evitar 1a dinhibicidn por cadmio.

Asi mismo, en PSM que se encuentran inhibidas por el me--—

tal y a las cuales se les agrega acetato, estLe es incapaz

de revertir l1a dnhibierdidn activando a l1la enzima (tercer

trazo). En el nltimo trazo se observa que 1la adicibdn de

cadmio y acetato juntos no cvita la inhibicidn. Es posible

concluir de este experimento, que el cambio conformacional

que acompaiia a Jla activacidn con accltato no es tal que

evite la unidn del cadmio.

Cuando se mide la actividad de la succinato deshidroge-—

nasa en PSM, hasta un BOZ &6 90% de 1lu enzima puede estar
inactiva, Singer T.P. et al (57) reportaron que estas prepa-

raciones conbtienen exaloacetata firmemente unido, el cual

puede ser removido por activacidén complera de la enzima
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con Br & 1DP.

En . la Figura 7 ge muestra el curso temporal de 1la
activacidn de laenzima con fosfato. La activacidbdn con fosfa-
te no puede ser vista simplemente cono la causada por un anidn debido a que esta, al
igual que la activacidén inducida por succinato o malonato,
no es dependiente del pli. La accidn del fosfato es mas
bien debida a su conocida habilidad para combinarse con
el centro activo de la enzima y desplazar posiblemente
al oxaloacetato (55). A lo largo de las curvas superiores
de la Figura 7 se aprecia que el porcentaje de inhibiciébn
inducido por el cadmio permanece constante (40%). Esto
es comparable a la observacidén mencionada anteriormente
de que la Ki calculada en PSM inactivadas es la misma que

la encontrada en particulas activadas.

lLa dinterpretacidén de este resultado debe considerar
dos puntos de vista. En el primero se puede suponer, simple-
mente, (que como la cantidad de cadmio y enzima  ailadida
en cada punto es constante, ‘e1 porcentaje de inhibicibn
también lo es. BEsto implicaria que el cadnio se une indis-
tintamente a las enzimas que contienen oxaloacetato o que
no 10‘ contienen y que la activacién con fosfato (ya sea
‘que elimine o no al eoxaloacetato) no altera la proporcidn
de eﬁzimns que tienen unidoe al metal. La otra posibilidad
es que durante el proceso de activacién con [fosfato el
oxaloacetnta sea eliminado y el cadmio se una solamente

a las enzimas activas que ya no lo contienen, La comproba-’
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cidén de esta suposicidn requiere que ocurran dos hechos:
a) Que al aumentar la concentracibén de enzima (activa)
el porcentaje de inhibicibén se mantenga constante,

b) Que la inactivacidén de la enzima por oxaloacetato impida

la unién del cadmio. -
in la figura ‘8 se muestra que al aumentar la concentra-
cidn de proteina, dentro del rango de ug, la inhibicidn

por cadmio permanece constante (49%).

En la Figura 9 se muestra que la preincubacibén de
la PSM con oxaloacetato evita la unién del metal, En este
punto hay que mencionar que la concentracidn de cadmio
anadido fue casi del doble que la de oxaloacetato y equiva-
lia a un valor de 19 veces la Ki; esto junto con el hecho
de que las sales de los Acidos orglnicos del tipo del oxalo-
aceﬁato se encuentran altamente ionizadas a pH fisioldgicos,

descarta un .efecto de quelacidn.

La inactivacidn con oxaloacectato no es tan electiva
al evitar la dinhibicidén del cadmio y orto~fenantrolina
juntos. BEsto puede deberse a que la accidédn combinada de
estos dos agentes dinvolucra un fendémeno mds complejo que
la simple unibén a los grupes sulfhidrilo y cuya naturaleza
no se puede aclarar en este momento. Ndétese gue las particu-
las .que fueron preincubadas con oxaloacetato (Fig. 9D)
recuperaron una actividad dgual a las del control (Fig.

9A) después de haber sido reactivadas con fosfato y succina-
- 35 -



to, lo cual significa que el oxaloacetato si es desplazado

por la accidn semejante de estos moduladores.

Otra posibilidad durante la activacidn con fosfato
seria que este anidbn ademés incremente la afinidad por
el succinato de las enzimas que no contienen oxaloacetato
y que el cadmio se una a este tipo de proteinas modificadas.
‘Esto, obviamente, no invalida la hipbdtesis de que el cadmio

no se una a las enzimas inactivadas por oxaloacetato.

En conclusién podemos decir que durante el proceso
de activacidén de la succinato deshidrogenasa se 11evaﬁ
a cabo cambios conformacionales que, sin importar el camino
séguido para llegar a ellos, desenmascaran a los grupos
sulfhidrilo., Mientras que si la enzima se encuentra inactiva
estos grupoes no estan accesibles al cadmio. Ademds, el
ocultamiento de estos grupos debe ser acompanado por cambios
intimos en la estructura terciaria de la proteina, ya que
si éstos involucraran simplemente una interaccidn mayor
de los grupos -8 con algdn =sitio hidrdéfobo, el cadmio

seguiria siendo capaz de inhibir a la enzima.
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