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ABREVXATURAS 

1.- ATP: Adanosin trlfosfato. 

2.- CoQH
2

1 Coenzima Q reducida. 

3.- DCIP: 2.6- Dicloroindofanol d9 sOdio. 

4.- EDTA: Acido etilendiamino tetrac6tico. 
S.- FAD: Flavin-adenin-dinucleOtido. 

6.- MOPS: Acido 3-IN-morfolinol-2-hidroxipropanoeulfónico. 

7.- MSF: HetaaulCato de Cenazina. 

e.- PSH: Part1culaa aubmitocondrialea. 

9.- SH: Grupo eulfhidrilo . 

. 10.- SDH: Succinato deahidroaenaaa 

oxidorreductaaa, EC 1,3,99,1). 

11.- TRXS• Tri•(hidroximatil)aminometano. 

,., 

1 

(succinato1 (aceptor) 



RESUMEN 

En este trabajo ee describe 1a interacción del. cadmio con la 

SDH. Los resultados del trabajo muestran que, en preparaciones 

membranales activadas, el cadmio reacciona con 1a enzima con una 

constante de velocidad de segundo orden de 10. 4 mM-•11-1. a pH 7. 35 

.ª 25° C. El sustrato y el malonato prOtecen completamente contra 

1a inhibición por Cd2
+ lo cual su~iere que el metal se. une 

~nicamente al sitio activo de la enzima para inactivarla. La 
enzima modificada por cadmio, sin embargo, retiene su capacidad de 

· .. unir al mal.onato aunque ha perdido BU capacidad de unir al 

oxalacetato. Esto ~ltimo apoyarla la hipótesis de que el grupo -SH 

del sitio activo puede unir al modulador negativo formando un 

tiohemicetal 

sea el sitio 

(43,44) y deacartar1a 1a hipótesis de que este 

de unión del sustrato (45). La dependencia 

grupo 

de la 

constante de inactivaci6n de "9•1.J.do primer orden con respecto al 

. pH muestra que el cadmio se une a un -SH con pKa de 7. 23. Este 

valor anormalmente bajo de pKa se podria explicar si se seume que 

el -SH al que se une el cadmio eatA interactuando con un grupo con 

carga positiva. Los resultados EPR muestran que la enzima 

modificada por cadmio no es capaz de mostrar la seftal del centro 

fierro-azufre binuclear aOn en part~culaa reducidas con ditionita. 

Sin embargo, tanto el succinato como el malonato previenen la 
desaparici6nindicida por Cda+ de esta ael"lal lo que aucer1.r1a que 

·,esta grupo est.A cerca de el sitio activo o respondiendo de aanera 

_directa a los eventos que ah1 suceden. 
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ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL CADMIO CON EL SITIO ACTIVO 
DE LA DESHIDROOENASA SUCCINICA 

J: NTRODllCCJ: ON 

Desde au descubrimiento inicial hace casi 80 anos (1), la 

deshidrogenaaa succinica (auccinato: (aceptor) oxidorreductasa, EC 

1,3,99,1)(SDH) ha sido una de las enzimas m•s estudiadas. Como 

··resultado de este esfuerzo, actualmente se dispone de una gran 

cantidad de inCormación en lo referente a su estructura, 
composición, propiedades reguladoras y mecanismo de reacción. 

En c~1ulas estrictamente aeróbicas, la deehidrogenasa auccinica 
ea una enzima ligada a la membrana interna mitocondrial e 
integrada·a la cadena respiratoria. Cataliza la oxidación del 

auccinato a fumarato la cual esta acoplada a la reducción de la 

ubiquinona, constituyendo una unidad runciona1,denominada por 
Hatefi, comp1ejo II (2,3). 

Estudios con •ubatitutoa monohalogenadoa an•1o~oa de1 auccinato 
-· han revelado que 1a deshidrogenación del succinato es en posición 

trans seg~n 1a reacción descrita en la figura 1, en donde dos 
parea de hidrogenoa trana aon equivalentes a este respecto (4,S). 

En 1o que se refiere a la naturaleza del segundo componente de 

la reacc~ón, el aceptar natural de electronea (A
0

M y AH
2 

en la 
figura 1),. e•tudioa recientes de reconstitución han mostrado que 

··la SDH aa capaz de reducir a 1a coenzima Q e integrarse a la 
membrana sólo en presencia da una proteina compuaata por dos 
aubunidades de pesos moleculares 15.S y 13.S K daltonea (6). Bata 
prote1na, que seria e1 aceptor natural de electrones, contiene un 
arupo hemAtico que por aus caracteriatica• espectral•• •• aaeaeja 
a un citocromo de tipo b. En su forma reducida presenta m•ximos de 
absorción a 560 (a), 526 (/1), 424 (aoretl. 

La transferencia de electrones entre la SDH y la coenzima Q es 
inhibida especificamente por la 2-tenoiltrifluoroacetona y 1as 
carboxinas a nivel del citocromo b

500 
(7,S,9). 
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Por otro lado, la enzima es capaz de donar electrones a 

aceptores artificiales como el ferricianuro y el metasulfato de 
Cenazina (HSF)(este último como mediador en el paso de electrones 

hacia el diclorofenolindofenol DCIP), constituyendo una forma para 

medir la actividad de deshidrogenasa (10,11) 

La actividad de la enzima también puede determinarse siguiendo 

la reacción reversa, es decir, la reducción del fumarato a 

succinato. La actividad de fumarato reductasa puede llevarse a 

cabo con donadores electrónicos adecuados como Flavin 

mononucle6tido reducido (FMNH
2

) o el NADH en presencia de cianuro 
en preparaciones membranalea. En células aeróbicas esta actividad 

representa alrededor del 4~ de la reacción de oxidación en 
preparaciones ligadas a la membrana y el 8% en preparaciones 

solubles de la enzima (12). Sin embargo, en celulas anaeróbicas y 

facultativas (en 

fermentables ,(13) 

excede por mucho a 

crecimiento anaeróbio con 

), la velocidad de reducción 

la de oxidación del succinato. 

sustratos no 

del rumarato 

En anaerobios 
obligados, como Hicroccoeus lactilytlcus y clostridia, el fumarato 

remplaza al 0
2

como oxidante terminal. La reducción del fumarato a 
succinato permite la continua oxidación de los pirid1n-nucleótidos 

reducidos. De esta manera la fumarato reductasa sustituye a 1a 

citocromo oxidasa de las celulas aeróbicas (14). 

ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA ENZIMA 

Como se menciona arriba, la SDH es una enzima universalmente 
distribuida tanto entre células procarióticas como eucari6ticae. Y 

aunque no en todos los 

cinéticas iguales (lo cual 

organismos presenta caracter~sticas 

depende de las necesidades Cisiológicaa 

de cada especie), al parecer, un patrón bAsico de estructura es 

común a todos. A continuación se describen algunas de las 

caracteristicas moleculares comunes mejor establecidas. 

La (SDH) es una Clavo prote~na ferrosulfurada compuesta por dos 

subunidades desiguales. La subunidad mayor tiene un peso molecu1ar 
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de 70,000 da1tones y contiene Flavin Adenln Oinucleótido unido 

covalentemente (1 mol de Ba-[N(3)-histidil]-FAD/mol de enzima, ver 
figura 2), en el sitio de unión del sustrato (15). Como ee muestra 

en la figura 2 el anillo de isoaloxazina es capaz de existir en 

tres formas redox: una forma oxidada o qui nona, una forma 

semirreducida (por la aceptación de un electrón) o eemiquinona y 

una forma completamente reducida o hidroquinona. En la enzima los 

tres estados del FAD pueden existir siendo el electrón desapareado 

de la semiquinona e1 que se detecta en experimentos EPR (16). 

Adem~s, la aubunidad mayor presenta 4 equivalentes de Fe y de 

En lo que se refiere a la subunidad menor de la enzima, 

sz-. 
éata 

tiene un peso molecular de 30,000 daltonee y 

equivalentes de Fe y de S2
- (15) (los estudios que 

contiene 3-4 

se mencionan 

abajo, sin embargo, han puesto en duda e1 contenido real de Fe y S 

de la enzima) 

Estudios recientes con dicroiamo circular magnético a bajas 

temperaturas 

(18,19,20,21) 

e 17>, resonancia paramagnética electrónica CEPR) 

y efecto de campo eléctrico lineal en EPR ( 22) han 

demostrado que el fierro y azufre Acido-l~bil de la enzima se 

encuentran formando tres tipos distintos de centros Cierro-azufre 

(para una revisión ver 23,24,25). Actualmente se acepta que la 

enzima posee como grupos prostéticos ademAa del FAD: a) un centro 

binuclear [2Fe-2S]~+ (donde el eobreindice indica la valencia 

total del grupo, considerando la del S = -2) llamado S-1, que 
• puede ser detectado en experimentos EPR (g ~ 2.03, 1.94, 

77 K reduciendo a la enzima con succinato (Em ~ OmV), b) 
trinuclear [3Fe-xSl 9 +.z+.••·º. donde x puede ser igual a 

1. 91) a 

un centro 

3 6 4, 

11amado S-3, cuya seRal se detecta en experimentos EPR (g = 2.015, 

2.014 1 1.990) a T S 20 K con la enzima oxidada (Em ~ 65mV) y c) un 

• Donde g= hv/(1H. ch = conaLa.r;at• de Pla.nck. 
mLcroonda.a en MHz. (1 = ma.gnolon de , 8ohr. H 

ga.uaa) ,ea el íoc:Lor de aiaclcai.on: ~ 

eapectroacopi.co que rela.ci.ona. la. i.nlenai.da.cl 

v = trecuenci.a. , de La.e 

= campo ma.gn•li.c~ en 
oa un pa.ra.'!!olro 

dol ,campo mGgnellco 
con la. frecuet'cla. del la.o mlcroonda.• y •• 
cenlro pa.ra.magneli.co de una. mue•lra.. 

cara.cl•rl •llco para. cada. 
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centro tetranuclear de bajo potencial [4Fe-4S]a+.•+, llamado 

que aparece (g = 2.25, 2.06, 1.84, 1.74, 1.63) a T S 
s-2. 

20 K 

Unicamente cuando la enzima es reducida con ditionita (E ~ -400 
m 

en preparaciones solubles y Em ~ -260 en complejo II). 

PROPIEDADES REGULADORAS 

En la mitocondria la deshidrogenasa succ!nica eatA sujeta a un 

complicado mecanismo de regulación (26). En la mayoria de los 

procedimientos para obtener la SOH soluble o ligada a la membrana, 

la enzima es aislada en forma inactiva con oxalacetato fuertemente 

unido. La SDH puede existir en dos formas: un estado inactivo 

estabilizado por la unión del oxalacetato (27) y un estado activo 

estable en presencia de ligandos del sitio activo como el 

succinato o el malonato (28,29) u otros compuestos como la 

(30,31), ATP (32) y algunos aniones inorg~nicos (33,34). 

Por lo genaral cualquier tipo de preparación de la enzima, ya 

sea soluble o ligada a la membrana, contiene entre un so y un 90 ~ 

de enzimas inactivas con oxalacetato firmemente unido (12). Antes 

de realizar cualquier experimento cinético es necesario asegurarse 

de activar a la enzima para no trabajar con una mezcla heterogénea 

de prote~nas. 

REACTIVIDAD DE GRUPOS SULFHIDRILO 

Desde que se descubrió, hace aproximadamente 50 anos, que la 

enzima era sensible a reactivos para grupos -SH (35,36) muchas 

investigaciones se han rea1izado con la intención de determinar la 

loca1izaci6n y función de estos grupos en la enzima. A este 

respecto, la presencia de grupos sulfhidrilo en el sitio activo ha 

sido cuestionada por autores como Sanborn (37) quien observó 

inhibición parcial de la enzima por N-eti1maleimida (NEtMa1) y 

bromopiruvato y protección parcial por ligandos de1 sitio activo. 
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De la misma manera Fe1berg y 

[~'el N-etilmaleimida se une 
Ho11ocher (38) repor-taron que 1a 

1a a una ciste.1na crucial para 
actividad en la eubuuidad mayor da l.a enzima¡ ain embargo, eetoe 

autores llegaron a la conclusión de que esta cisteina no estaba en 

el sitio activo. Lé-QuOc, et al., (39), en preparaciones activadas 

con fosfato, encontraron dos tipos de grupos -SH esenciales para 

la actividad de la enzima. Por otro lado, tres trabajos, con 

preparaci6nes comp1etamente activadas de la enzima, mostraron que 

la alquilación de la SDH por NEtMal inhib.ia completamente a la 

proteína y podia ser prevenida completamente por ligandos del 
sitio activo cumpliéndose, de esta manera, todos los criterios 

para un inhibidor directo del sitio activo (40,41,42). Estos 
trabajos sugieren que los patrones complejos de inhibición 

encontrados anteriormente puedan ser parcialmente debidos al tipo 

de preparaciones utilizadas, inactivadaa o no completamente 

activadas, y que la enzima sólo presenta un grupo -SH esencial 

para la actividad y que éste se localiza en el sitio activo. 

En lo que se refiere al papel de los grupos -SH en la enzima, 

actualmente se dispone de poca evidencia en favor de una función 

especifica. Ha sido sugerido (43,44) y controvertido (29) que la 
la unión del 

tiohemicetal. 

la unión del 

frente al pH 

ciste1na del sitio activo pueda estar involucrada en 
oxalacetato mediante la formación de un enlace 

También se ha sugerido que pueda participar en 

sustrato (45). Por ultimo, el perfil de actividad 

muestra un posible papel de 1a ciste1na en la activación del 

de electrones sustrato previa a la transferencia 
( 41). 

intramolecular 

A pesar del avance en el conocimiento acerca de la enzima 

alcanzado en los ultioms anos, son muchas las preguntas bAsicas 

que aún permanecen sin resolverse totalmente. Por ejemplo, no se 

sabe cu~l es la naturaleza molecular del proceso de activación e 

inactivación. Tampoco se sabe cual es el mecanismo de acción de la 

enzima, incluyendo la transferencia intramolecular de electrones. 
Se desconoce qué grupos participan en la unión del sustrato al 

sitio activo y cuales en su activación. 
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En este trabajo se describe la interacción del 

SDH. Debido a que el cadmio es un reactivo 
cadmio 
que 

con la 

reacciona 
preferentemente con grupos sulfhidrilo (46,47) y cuyo rad1.o 1.6n1.co 

hidratado es peque~o, ~ 1 A (48), (lo cual representa una ventaja 

sobre otros react1.vos para sulfhilo), prob6 ser una herramienta 
útil para el estudi.o de la localización y función de los grupos 

-SH y la posible relación de éstos con algunos de loa grupos 

prostéticos de la enzima. Los resultados del trabajo muestran que, 
en preparaciones membranales activadas, el cadmio reacciona con la 

enzima con una constante de velocidad de segundo orden de 10.4 
mM-•s-• a pH 7. 35 a 25 • e. El sustrato y el malonato protegen 

completamente contra la inhibición por Cd2
+ lo cual sugiere que el 

metal se une únicamente al sitio activo de la enzima para 

inactivarla. La enzima modificada por cadmio, sin embargo, retiene 

su capacidad de unir al malonato aunque ha perdido su capacidad de 

unir al oxalacetato. Esto último apoyar1a la hipótesis de que el 

grupo -SH del sitio activo puede unir al modulador negativo 

Cormando un tiohemicetal (43,44) y descartar1a la hipótesis de que 

este grupo sea el sitio de unión del sustrato (45). La dependencia 

de la constante de inactivación de pseudo primer orden con 
respecto al pH muestra que el cadmio se une a un -SH con pKa de 

7.23. Similares valores de pKa para este grupo han sido reportados 

por otros autores (41). Este valor anormalmente bajo de pKa se 

podria explicar si se asume que el -SH al que se une el cadmio 

estA interactuando con un grupo con carga positiva. Los resu1tados 

EPR muestran que la enzima modificada por cadmio no es capaz de 

.mostrar la sena1 del centro Cierro-azufre binuclear aún en 

part1culas reducidas con ditionita. Sin embargo, tanto 

succinato como el malonato previenen la deaapariciónindicida por 

Cd2
• de esta sefta1 lo que sugerir1a que este grupo estA cerca de 

el sitio activo o respondiendo de manera directa a los eventos que 

ah1 suceden. El hecho de que el centro S-1 en si pueda jugar un 

papel en la unión de ligandos del sitio activo también se discute 

en este trabajo. 
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MATERIALES Y METODOS 

PREPARACION Y ACTIVACION DE LAS PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES 

Las mitocondrias de corazón de res se prepararon de acuerdo a 

la técnica que utiliza el politrón como ha sido reportado 

previamente (49). Básicamente el método consiste en homogeneizar 

el músculo cardiaco con el politrón en un medio con 250 mM de 

sacarosa 1 mM de EDTA-tris pH 7.3. Después de reajustar (con Tris) 

a 7.3 el pH del homogenado, éste se centrifugó a BOO G durante 10 

min y el sobrenadante a 12,000 G durante 10 min. El precipitado se 

lavó una vez más en el mismo medio de sacarosa. Las particulas 

submitocondriales (PSM) se prepararon por rompimiento con 

ultrasonido de la mitocondrias de res. Las mitocondrias fueron 

expuestas durante tres minuto, en un medio de sacarosa a pH a.s, a 

la máxima amplitud de un sonicador Soniprep 150. Las mitocondrias 

rotas fueron centrifugadas a 12,000 G durante 10 min y el 

sobrenadante a 120 ooo durante 1 h. Las particulas asi obtenidas 

Cueron activadas resuspendiendolas en un medio que contenta 250 mM 

de sacarosa/ 5 mH de malonato-tris pH 7.4/ 25 mM de HEPES pH 7.4. 

La suspensión fue incubada a 30°C y pequenas a11cuotas Cueron 

retiradas durante la incubación para medirles actividad de 

deshidrogenasa. La actividad se incremento entre 5 y 6 veces 

durante un periodo de incubación de 20 min y permaneció constante 

durante m~s de una hora. Las particulas para los experimentos 

cinéticos normalmente se activaron en estas condiciones durante un 

periodo de 1 h. Despues de la activación las parttculas fueron 

enfriadas y centrifugadas. El precipitado se resuspendido en un 

medio de sacarosa sin malonato a 2s•c y se centrifugó una vez mAs. 
El precipitado fué resuspendido en un medio de sacarosa (20 mg de 

proteina por ml) y guardado a -70°C en pequeftas fracciónes. Estas 

preparaciones no experimentan ninguna pérdida significativa de 

actividad en un periodo de por lo menos 

asi obtenida tienen una actividad 

9 
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metosulfato reductasa de~ .75-.85 

/min·mg de proteína a 2sºc (pH 

µmoles de succinato oxidado 

7.35). La curva de velocidad 

inicial a 3• C de estas preparaciones no mostró ningún retardo con 

lo que se determinó que las partículas no contenian malonato. A 
esta temperatura el malonato se disocia muy lentamente de la 

enzima de tal manera que la curva de velocidad inicial en 

presencia de succinato muestra un retardo (50). Asi mismo, estas 

partículas no experimentaron ninguna activación al ser 

preincubadas con succinato por lo que no contenían oxalacetato 

fuertemente unido (27). 

PETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 

La activida de deehidrogenasa euccínica se midió 

espectrofotométricamente a 25° e siguiendo la reducción del DCIP a 

623 nm mediada por el MSF (51). Para los experimentos de 

inactivación con Cd2 .el medio normalmente contenia: 200 mM de 

sacarosa, 25 mM de Tris (pH 7.35), succinato o malonato (a las 

concentraciones indicadas en las figuras), 1 mM de cianuro de 

sodio, a.s µH de rotenona (disuelta en OMSO), la reacción se 

inició por la adición de las partículas (41.67 µg/ml) seguida de 

la adición de cadmio (a las concentraciones indicadas en las 

figuras). Alicuotas de estos medios fueron retiradas a los tiempos 

indicados para medirles la actividad anadiendo s.o mH de auccinato 

(o lo que faltaba para completar esta cantidad en el caso de loe 

medios que ya tenian succinato), 0.064 mM DCIP y 1.4 mM de MSF, el 

volúmen final fue de 3 ml. Con el objeto de evitar el efecto de 

distintas sales a distintoe valorea de pH, en el caso de la 

determinación de la dependencia de la constante de inactivación o 

de la actividad de la enzima con respecto al pH, el medio se 

amortiguó con una mezcla de 10 mM de MOPS + lOmM de Tris a todos 

loa valores de pH. Para los experimentos cinéticos no se observó 

ninguna quelación del Cd2 •por el succinato o el malonato medido 
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con arsenazo III (570-610 y 675-685), a las concentraciones usadas 
de estos aniones. De la misma ~anera no se observó en ningón caso 
m~s de un 1% de quelación por las particulas submitocondriales 

durante e1 periodo de inactivación de la enzima, indicando que el 

Cd2
+ libre permanece esencialmente constante durante el 
Todas las constantes se determinaron por ajuste de 

experimentales a las ecuaciones respectivas. 

ensayo. 
los datos 

La proteína se determino de acuerdo al método de Lowry (52). 

UNION DEL MALONATO A LA ENZIMA 

En los experimentos de unión de [2-14C] Malonato, las PSM (1 mg 

prot/ml) se incubaron a 25°C en 1 ml de medio que contenia: 200 mH 

de sacarosa, 1 mM de cianuro de sodio, 8.5 ~M de rotenona. Despu6s 
de 1 min de incubaci6n se aftadió 74 µM de [2-14C] Malonato (con 

una actividad especifica de 4.60 x 10' cuentas/min/nmol) y a los 

15 sega la muestra fue transferida a un bano con hielo durante 2 

min. 15 sega antes de terminar 

diluidas por la adición de 1 ml 

esta incubaci6n las PSM fueron 

de KCl 150 mM a 3°C y una alicuota 

de O.S ml de este medio se tomó para ser filtrada en un filtro 

millipore de acuerdo a lo descrito en (53). En los caso en que ee 

aftadi6 Cd2 
... u oxalacetato o Cd2

... y oxalacetato esto se hizo 

después de la primera incubación de las PSM a 25° C ( 1 min}. 

Deepues de an:adir estos reactivos se adicionó el malonato 

prosiguió como en el ensayo anterior. La adición de 

inhibidores se hizo de la siguiente manera: a) Cd2 
... : se 

Cd2 
... (30 µM) y se dejó incubando a las PSH durante 2 mio a 

despues se aftadió el malonato; b) oxalacetato: se 

y Be 

loe 

aftadio 
2s 0 c, 

af'ladi6 

oxalacetato (50 µM) y se dejó incubando a las PSM 3 min a 25° C, 

despues se aftadió el malonato¡ 

Cd2 
... y se incubó 2 min despues 

e) cd2
• y oxalacetato: se an:adi6 

se an:adio el oxalacetato y 
incubó 3 min por último se adicionó el malonato. 
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EXPERIMENTOS EPR 

Las muestras para EPR se prepararon de la siguiente manera 

(todas las concentraciones indican la concentración final de la 

mezcla): a 0.2 ml de PSM 40 mg/ml) suspendidas en 200 mM de 

sacarosa, 25 mM tris-HCl pH 7.35 se les aftadió: a) reducción por 

succinato: 1 mM de tenoiltrifluoroaceton ( en DMSO) y 40 mM de 

succinato-Tris pH 7.3 y se incubaron 15 sega, b) reducción por 

ditionita: se aNadió un poco de ditionita sólida; en estos 

espectros, la intensidad de la seftal a g = 1.94 proveniente de PSM 

tratadas con NADH y rotenona fue sustraida para determinar la 

contribución de la aenal de centro S-1 e) reducción por auccinato 

seguida de adición de cadmio: las PSM se trataron como en a) y 

despues se les aN~dio Cd2
+ (40 ng ~tomo/mg de proteina) y se 

dejaron incubar 3 min, d) adición de cadmio seguida de succinato: 

se hizo lo mismo que en e) salvo que se invirtió el orden de las 

adiciones, e) adición de malonato seguida de Cd2
+ seguida de 

succinato: se aftadi6 malonato (20 mM) y despuee se siguieron los 

mismos pasos que en d), f) adición de Cd2
+ seguida de malonato y 

de succinato: se hizo lo mismo que en e) pero se invirtió el orden 

de adición entre el Cd2
+ y el malonato. En todos los casos el 

volúmen final se ajustó a 0.25 ml y las incubaciones se hicieron a 

2s·c. Despues de las incubaciones 0.1 ml de las muestras fueron 

puestas en tubos de cuarzo para EPR y congeladas con nitrogeno 

liquido inmediatamente antes de que sus espectros fueran trazados. 

Las muestras se trabajaron en condiciones anacróbic~c, lo cual oe 

consiguió por repetida evacuación del aire y adición de nitrógeno 

en las Particulas y las soluciones y mezclado de estas en una 

atmósfera de nitrógeno. 
El espectrofotómetro utilizado en este trabajo fue un Varían E 

112 banda-X. Se uso una cavidad rectangular Varian TE 102, con una 

amplitud de modulación de 100 KHz. Frecuencias tipicas de 

microondas estuvieron alrededor de 9.2312 GHz. La temperatura de 

las muestras se controló y monitoreó con un controlador Varían de 
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temperatura V4540. Todos los espectros fueron trazados a 80 K. En 

este espectroCotómetro los valores de g se midieron con una prueba 

de resonancia nuclear. La_ se~al NMR del proton fue procesada con 

un gaussmetro Magnion y la frecuencia fue mostrada en un contador 

Hewlwtt-Packard. Con la idea de obtener 1a minima incertidumbre 

en 1as mediciones tanto de la ae~al EPR como de la de NHR, las 

seftales fueron observadas simultaneamente en un osciloscopio de 

doble rayo. La frecuencia de las microondas también se mostró en 

un contador digital. Todos los espectros en este trabajo estAn 
representados como la primer derivada de 1a lLnea de absorción de 

microondas. 
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RESULTADOS 

INACTIVACION DE LA SDH POR CADMIO 

La incubación de las PSM con Cd2
+ en un medio de sacarosa a pH 

7.35 resultó en una pérdida de 

de tiempo. La representación 

la actividad enzimática dependiente 

semilogar~tmica de 1a actividad 

enzimática residual versus el tiempo fué lineal. 

a la enzima Aunque la cantidad de cadmio requerida para inhibir 

es muy peque~a. la concentración de Cd2
• libre no 

disminución significativa durante el ensayo (ver 

experimenta 

materiales y 

m6todos) de tal manera que no fue necesario el anAlisis de loa 

datos bajo un esquema de segundo orden para un proceso birnolecular 

(54). La figura 3 muestra los datos obtenidos de experimentos de 

inactivación de la SDH a distintas concentraciones de cadmio. Las 

pendientes obtenidas a distintas concentraciones de1 metal. 

estuvieron l.inealmente rel.acionadas con la concentración de éste 
(recuadro del.a Fig. 3). Esto sugiere que no hay l.a Cormación de 

un compl.ejo reversibl.e, entre la proteLna y el. cadmio previa a l.a 

inactivación de la enzima (55). De esta manera, los datos pueden 

ser anal.izados según un esquema simpl.e de 

inhibidor irreversible, donde l.a velocidad 

enzima esta dada por: 

(1) d[EaJ 

dt 

primer orden para 

de inactivación de 

un 

1a 

en donde CE~J es la concentración de enzima activa al tiempo t y 
•• Kopp (constante observada de pseudo primer orden) K•[Cd ] , 

siendo K& l.a constante de vel.ocidad de segundo orden que puede ser 

calcul.ada de la pendiente de la graCica mostrada en el recuadro de -· _, la figura 3 ( K• = 10. 4 mH e ) . 
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PROTECCION DE LA SDH CONTRA LA INHIBICION 

La inactivación de 1a SDH por el cadmio no implica directamente 

que un residuo especifico esté siendo modificado o que este 

residuo est~ en el sitio activo. Sin embargo, la protección de la 

enzima por el sustrato o por inhibidores competitivos contra la 

inactivación sugeriria que los residuos de aminoAcidos que son 

protegidos de la modificación estAn en el sitio activo o cerca de 

él. La inhibición de la enzima por un· inhibidor irreversible en 
presencia del sustrato o de un inhibidor competitivo puede ser 

descrita por la siguiente ecuación (56): 

(2) 

K• 
E+A4-t>EA 

K< 
E + I - E-I 

en donde A representa al sustrato o al inhibidor competitivo, K• 

es su constante de disociación y el inhibidor irreversible CI o 

Cd2
+ en este caso) s61o se unirá. a 1a forma libre de la enzima. En 

e1 equilibrio, la concentración de 1a enzima que puede reaccionar 

con el inhibidor irreversib1e depende de 1a concentración de 

sustrato o de inhibidor competitivo presentes. En estas 

condiciones la velocidad de inhibición puede ser descrita por: 

d[EQ] 
K~pp --- = [EQ] (3) 

dt 

en donde, 

(4) 
Kt[Cd2 +J X K• 

K~pp = 
Ko + A 

es 1a constante.aparente de pseudo primer orden en presencia del 

su~trato o del inhibidor competitivo que puede ser determinada de 

la graf"ica del logaritmo de la actividad remanente uer•u.s el 
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tiempo a distintas concentraciones de sustrato o de inhibidor 

competitivo. En su forma reciproca la ecuación 4 dara: 

1 1 A 
(5) = + 

K• [Cd 2
+ ]K• 

de tal manera que una grAfica de 1/K~pp contra A dar• una 11nea 

recta (si el sustrato o el inhibidor competitivo protegen 

completamente de la inactivación por .el inhibidor irreversible) 

con una intercepción en el eje de A de - K•. 
Loa resultados de loa experimentos llevados a cabo de acuerdo a 

estas consideraciones se muestran en las figuras 4 y S. En la 

Cigura 4a se muestra que concentraciones crecientes de succinato 

disminuyen progresivamente, a partir de un valor inicial de 6.9 x 

10-•x e-•. la velocidad de inactivación por cadmio. El gr•Cico de 

K~PP versus [succinato] 

ecuación 4 (Fig. 4b). E1 

fue descendiente, 

regr~fico de 1/K~pp 
de acuerdo con la 

versus [euccinato] 

Cue lineal, de acuerdo a la ecuación s. obteniéndose una Ka de 267 

µM (Fig. 4c). En la figuras ee muestran resultados similares para 

el malonato obteniéndose una K• (KL) de 1.7 µM. Ambos valores de 

Ka y KL estAn de acuerdo con los valores de K• de 300 µM 
1.3 ~H previamente reportados para estas constantes 

y Kl de 
(39,40). 

CARACTERIZACION DEL GRUPO MODIFICADO POR EL CADMIO 

Aunque se ha demostrado que el cadmio reacciona preferentemente 

con grupos -SH en 1as prote1naa (46,47) y que hay por 1o menos un 

grupo sulChidrilo esencial para la actividad en el sitio activo de 

la SOH (40,41,42), otros residuos, como carboxilo e ·imidazol 

pueden ser modificados (57). Por lo tanto, con la idea de obtener 

mayor informacion del grupo que está siendo alterado por el cadmio 

se decidió estudiar las propiedades 6cido-base del sitio de unión 

del metal. Si un residuo de ciateina 

la catálisis, la 

es requerido 

velocidad de del sustrato o para 

la enzima depender~ del grado de protonación del.. 
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cuando el sulfhidrilo desprotonado reaccione a una velocidad 
sustancialmente mayor que e1 sulChidrilo protonado. La figura 6 
muestra que la velocidad de inhib~ción de la SDH por cadmio 
aumenta al aumentar el pH de 6.5 a S.S. La relación entre la 
constante observada de FUl•udo primer orden y el pH puede ser 
expresada seg~n la ecuación: 

(6) 1 1 
= + 

Kcipp Kmc:ucKa Kmax 

que es an.i.loga a 1a ecuación S y en donde Kmc&M es la constante de 
velocidad m•xima (o constante de inactivaci6n de ps•udo primer 
orden independiente del pH) y Ka es la constante de ionización del 
g~upo involucrado. La gr.i.Eica de 1/Kapp contra (H+l debe de dar 

una linea recta con un :l.ntercepto de 1/KrnCLX y una pendiente de 

1/KmcucKa (recuadro de la Cicura '6). El hecho de que no ocurra 
,ninguna desviación apreciable de la linearidad a ningun valor da 

pH sugiere que sólo la forma deaprotonada del grupo involucrado es 

modificada por el Cd2
+ y que sólo eate grupo reacciona con el 

metal. De los datos de esta figura se obtiene un valor de pKa de 

7.23. Este valor est~ de acuerdo con loa valores de pKo cercanos a 
7.0 que han sido encontrados, para el grupo sulfhidrilo del sitio 
activo en la SDH, por otros autores utilizando NEtMal (41). El 
hecho de que la constante da ionización para este sulChidrilo sea 
anormalmente mayor que el de la ciate1na libre se podr1a explicar 
por la interacción de un grupo con carga positiva localizado cerca 

del sulfhidrilo (41). 
Una posibi1idad atractiva ea que.el fierro de la enzima sirva 

como componente activador del grupo sulfhidrilo. Para analizar 
esta posibilidad y obtener mayor información del 
siendo modificado por el Cd+, se decidió estudiar 

EPR da PSM tratadas con cadmio y sin cadmio 
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condiciones. En la figura 7a se muestra el espectro de las PSH 
reducidas con succinato en presencia de TTFA para evitar la 
reducción de componentes de la cadena respiratoria posteriores al 
complejo II. El espectro est• compuesto principalmenteo por 
seKales a e • 2.0236, 2.0028, 1.9347, 1.9171. El juego de aeftalea 
a g • 2~0236, 1.9347, 1.9171, corresponde al centro Fe-S·binuclear 

reducido consistente de dos •tomos de fierro 

antiferromagn6ticamente acoplados mostrando un esp1n efectivo da S 
= 1/2 en un campo cristalino con distOraión rómbica (18,19). Este 
centro, llamado normalmente S-1, ea de1 tipo de las ferredoxinas 
(58 ). La otra seftal importante con g • 2.0028 ha sido asignada al 

radical libre de la semiquinona del FAD (16). 
En la figura 7b se muestra que la adición de Cdª• a las PSM 

seguida por la reducción con euccinato resultó en una p~rdida 

prActicamente total de las dos seftales descritas arriba. Aunque 

las condiciones de tratamiento por Cd2
• para estos experimentos se 

alejan mucho de las condiciónes cinéticas de inactivación de la 
enzima (ver materiales y m6todoa), la adición de EDTA, restauró 
completamente las sena1eS EPR y la actividad (datos no mostrados). 
Esto muestra que tanto en los experimentos EPR como cin•ticos, la 
acción del· Cdz+ sobre la enzima ee comparable. La p4rrdida de la 
seftal del centro S-1 no Cu6 revertida por reducción con ditionita 

lo cual auciere una acción directa del metal sobre el centro Fe-S 
. ~ o que la unión del Cd2 + a la enzima provoca un cambio en la 

conformación de 6sta que resulta en una p6rdida de la seftal 
paramagn6tica del grupo Fe-s. Recientemente 

(59) en un estudio EPR sobre el efecto de 

Kriahnamoorthy •t at. 
distintos inhibidores 

sobre el complejo I en la cadena respiratoria encontraron que la 
•eftal a a • 1.Q4 d• la SDH era abolida por el 
p-cloromercuriobenzenosulfonato y que la p4trdida de esta seftal no 
era revertida por reducción con ditionita. Estos resultados 

sugieren un sitio de acción similar para los dos reactivos de 

eulfhidriloe. 
Por otro lado, el espectro EPR de las PSH tratadas con cadmio y 
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reducidas con ditionita mostró una eeftal t~pica de un radica1 
libre en la zona del FAD. Sin embarco, en este tipo de 
preparaciones membranales se reconoce la presencia de varias 

·especies moleculares capaces de generar radicales libres por 
reducción y por lo tanto generar seftales EPR en la zona de e 
cercana a 2. De esta manera, el estudio de la senal es complicada 

por lo que en este trabajo no se hizo mas esfuerzo por 
interpretarla. 

La pregunta que surge es si la uni~n del cadmio en el sitio 
activo de la enzima es la responsable de la desaparición de las 
aeftales EPR o ai 6ata se debe a la unión del metal a otro sitio en 

la proteLna. En la figura 7c se muestra el espectro EPR de las PSH 
reducidas con succinato antes de ser tratadas con Cd2

+. En esta 

figura se aprecia que la presencia del sustrato previa a la 

adición del Cd2
• previene en cierta medida la desaparición de las 

seftales de la enzima. Resultados similares se muestran en la 
figura 7e en donde la adición de malonato previa a la de 
previene la desaparición total de ambaa aeftalea • En presencia de 

malonato se observó un aumento de· la relación entre las 
intensidades de la ae~al del radical libre y el centro S-1 (Fig. 
7d). En estas condiciones el tratamiento por cadmio disminuyó 

·sobre todo la intensidad proveniente del radica1 libre (g • 2). El 
aignif~cado de estos resultados no ea ciaro. En este momento no ae 

puede descartar una modificación de la estructura de la enzima, 
por acción del malonato o el malonato y el cadmio, que origine un 
cambio en las inten•idadea relativas de las distintas aeftales 
paramagn6ticas. Aunque el comportamiento de la aeftal del 
libre no es claro, en conjunto estos resultados sugieren 

desaparición de la senal del centro S-1 por acción del 
debe a la unión del metal al sitio activo de la enzima. 

PROPIEDADES PE LA ENZIMA MODIFICADA PQR EL CApMIO 

radical 
que la 

cd•• ae 

La pérdida de la actividad en las enzimas modificadas por 
cadmio podr1a deberse a un cambio en la afinidad de la prote1na 
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por el sustrato y/o a una alteración en la capacidad catal~tica, 

inc1uyendo la activación del sustrato y/o la transferencia 

intramolecular de electrones. Para determinar si la enzima 

modificada por cadmio es capaz de seguir uniendo a1 sustrato o a 

los inhibidorea competitivos se hicieron doa tipoa de a~Alieie, 

cinéticos y de unión de ligandos. 

En la figura 8 se muestra el grAfico de Dixon de 1/Vo versus 

[malonato] a diferentes concentraciones fijas de cadmio (artadidaa 

antes del malonato) y a una concentración constante de succinato. 

En estas condiciones, cuando ambos inhibidoree estAn presentes, el 

grado de inhibición es siempre mayor que el observado a la misma 

concentración especifica total de cadmio o malonato por separado. 

Este efecto sinérgico resulta de la formación del complejo 

E-Cd2 •-malonato. El hecho de que la unión del Cd2
• no impida que 

el malonato (y por lo tanto el succinato) se una también a la 

enzima se muestra en la representación de Dixon en donde las 

pendientes de los trazos dependen de la concentración de cadmio y 

el grupo de lineas se interceptan a la izquierda del eje 1/Vo (60). 

Un anAlisia similar fue llevado a cabo en presencia de 

oxalacetato (Fig. 9). Aqu1 el sistema se comporta de manera 

diferente. Aunque adiciones de Cd2
• mAa oxalacetato no rindieron 

el mismo grado de inhibición que daria la misma concentración 

especifica total de cada uno por séparado, loa gr~ficos de Dixon 

fueron paralelos. Esto se debe al hecho de que no hay la formación 

del complejo adicional E-Cd2 •-oxalacetato que podria modificar el 
valor de las pendientes. Estos resultados muestran que el cadmio y 

el oxalacetato son competitivos entre e~, o en otras palabras, qua 

la unión del Cd2
+ excluye la unión del oxalacetato (60). 

Ea interesante notar que el cadmio 

oxalacetato unido a la enzima, lo cual 

an~lisis cin•tico. El hecho de que la 

eo capaz de remover al 

está de acuerdo con el 

inhibición de la enzima 

inducida por cadmio pueda ser revertida por EDTA (como se mencionó 

arriba) puede ser utilizado para probar este punto. 

Los resultados presentados en la tabla I muestran que una 
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actividad casi total puede ser recuperada cuando las PSM son 

centrifugadas y tratadas con EDTA (2 mM) despues de 

preincubadas con oxaloacetato (.4 mH) seguido por la 

cadmio (.1 mM). El nivel de actividad alcanzado 

haber sido 

adición de 

en estas 

condiciones ea comparado con el que se obtiene cuando las PSM son 

centrifugadas y activadas con succinato mAs fosfato para remover 

el oxalacetato a~adido en exceso. 

Para confirmar los resultados de estos estudios se determinó la 

capacidad de la enzima para unir [2-14C]-malonato bajo distintas 

condiciones. En la figura 10 se muestran los niveles de 

[2-14CJ-malonato unido ( expresados como porcentaje, tomando la 

cantidad de cpm unidas por las part1culas control sin cadmio (3862 

± 94.S) como el 100 ?.) a las PSM segón loe experimentos de 

filtración descritos en materiales y métodos. Para determinar la 

unión no especifica del malonato en estas condiciones se adicionó 

a las particulas un exceso de oxalacetato (SO µM, K~ = .017-.3 µM 

(41,42). El oxalacetato desplazó 1925.25 ± 56 cpm e~ SO ?.). Esta 

cantidad de cpm unidas puede ser tomada como O ~ de unión 

especifica. Tomando en cuenta la unión especifica y la actividad 

especifica del malonato se obtiene un valor de 0.167 nmol de 

SDH/mg de proteina de PSM, va1or que es inferior a1 reportado para 

el del contenido de flavina no extraible por Acido en 

preparaciones similares (61,62). Sin embargo, es ligeramente 

superior a 1a cantidad de SOH encontrada por otros autores (0.1 

nmol/mg de proteina) según resultados por ajuste en computadora 

(42). Según este criterio el Cd2
• (30 µM 2 min), aftadido antes que 

el malonato, desplazó únicamente un 12 ± 0.6 ~ de malonato unido 

de manera espec~fica, por lo que según este tipo de experimentos 

la unión del cadmio no excluye de manera importante la unión del 

malonato lo cual est~ de acuerdo con los experimentos cinéticos 

mostrados en la figura a. Por otro lado, con la adición de Cd2
• 

seguida de oxalacetato, previa a la adición del malonato, sólo se 

logró desplazar un 78.3 ± o.3 ~ de malonato especificamente unido. 

Este resultado sugiere que la unión del cadmio a la enzima de 
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alguna manera altera la capacidad del oxalacetato de deap1azar al 

malonato. Esto apoyaria los resultados cin6ticos (Fig. 9) y loa 

datos de la tabla I en el aentido de que la unión del cadmio a la 
enzima excluye la unión del oxalacetato, es decir que el cadmio y 

al oxalacetato compitan entre si para unirea a la prote1na. 
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D:CSCUSJ:ON 

En el presente trabajo se muestra que la deshidrogenaea 

succ~nica activada y ligada a la membrana es inhibida por el 

cadmio a una velocidad de Kt. • 10.4 111M-• s-t. (pH 7.35, 2s·c). 

Aunque la inhibición por el metal puede ser revertida por EOTA, 

cinéticamente el Cd2
+ se comporta como un inhibidor irreversible 

(Fig. 3b). Si un inhibidor de este tipo actOa reaccionando con un 

grupo en el sitio activo, la prese~cia del sustrato o de alg~n 

inhibidor competitivo protecer• contra la inhibición disminuyendo 
la velocidoed a la cual la inhibición ocurre. En la figura ~ se 
muestra que concentraciones crecientes de succinato disminuyen 

progresivamente la velocidad de inactivación de 

Cd2
•. El regr•rtco de K~pp contra [auccinato] cu• 

la enzima por 

hiperbólicamente 
descendiente de acuerdo con la ecuación 4. El regrA.fico de 1./K;.,pp 

contra [succinato] fu• lineal (ecuación S). Resultados similares, 

de protección hiperbólica total, se muestran en la figura S 

el caso del malonato. Del efecto protector por loe ligando& 

sitio activo se determinaron las constantes de disociación 

para 

del 
del 

succinato ( K• • 267 µM) y del malonato (KI.. = 1. 7 µM) . En general 
se puede decir que bajo estas condiciones, el Cd2

+ se comporta, 

por lo menos cin6ticamente, como un inhibidor directo del sitio 

activo. Por lo tanto loa resultados del anA.lisia cin6tico de 

protección por auccinato y malonato, en conjunto sugieren que el 

cadmio inhibe a la enzima reaccionando exclusivamente en el sitio 

activo, Cabe mencionar que este anA.liaia no considera el nümero 

real de grupoa -SH que deben ser modificados para que ocurra la 

inactivación. 

Durante mucho tiempo se ha conocido que la deahidrocenaaa 
auccLnica es sensible a reactivos para grupos sulfhidrilo y que 

los sustratos e inhibidores competitivos protegen a la enzima 

contra la acción de •stoa (35,36,37,40,41,42). Sin embargo, la 

presencia de grupos -SH en e1 sitio activo ha sido cuestionada por 

autores como Sanborn •t at. (37) quienes observaron inhibiciones 
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complejas de la enzima soluble por agentes alquilan tes y 

protección parcial por ligandos del sitio activo. Como se mencionó 

en la introducción, resultados similares han sido encontrados por 

otro grupo de autores, que muestran que ademAs del -SH del sitio 

activo puede existir en la enzim~ otro grupo sulChidrilo esencial 

para la actividad. Por otro lado Kenney (40) y Vinogradov 6t al 

(41,42) han encontrado que la alquilaci6n de la SDH soluble por 

NEtMAL cumple los criterios para un inhibidor directo del sitio 

activo. Las discrepancias encontradas en la literatura pueden 

deberse, por un lado, al distinto tipo de agentes alquilantea o 

formadores de merc~ptido utlizadoa para inactivar a la enzima. 

Otra explicación seria el grado distinto de activación de las 

preparaciones utilizadas en estos trabajos. En preparaciónes que 

no estén completamente libres de oxalacetato es factible encontrar 

patrones complejos de inhibición por reactivos para grupos -SH. El 

oxalacetato unido a la enzima protege al -SH del sitio activo 

contra la alquilación (41) y la velocidad de disociación del 

oxalacetato es lenta (42.63,64). Es de esperarse que si se 

uti1izan concentraciones de agentes alquilantea elevadas que 

rindan cinéticas de pseudo primer orden, 1a velocidad de 

alquilaci6n sera mayor que la de disociación del oxa1acetato de 

tal manera que se observara una inhibición biC~aica con una 

saturación aparente de la velocidad de inactivación. En el caso 

del presente estudio, la inactivaci6n por cd2
• y 1a protección 

total por ligandos del sitio activo, en preparaciónes 

completamente activadas de la enzima membrana! no apoyan la idea 

de que existe un grupo -SH esencial para la actividad fuera del 

sitio activo. 

Una cueetion importante es el nómero real de grupos con loe que 

reacciona el Cd
2

• en el sitio activo para inactivar a la enzima. 

Se sabe que el cadmio forma compuestos estables al reaccionar 

preferentemente con ditiolea aunque también puede reaccionar con 

monotioles (46.47). La grafica lineal de la figura 3b sugiere una 

estequiometria de 1 Cd2 ./enzima. Sin embargo, dos o mAe grupos, 

24 



esenciales para la actividad, que reaccionen simultaneamente con 

una molécula de inhibidor darian esta misma eatequiometria. La 

secuencia de aminoácidos de le. eubunidad mayor de la SlJH y de la 

fumarato reductaea de E. col.i., ·muestra un a6lo residuo de cisteina 

en posición conservada (65). Este residuo no se encuentra en la 

flavo proteina de B. subt.i.l.i.s (66). Sin embargo, la SDH de este 

organismo no presenta el residuo de cisteina esencial para la 

actividad que estA presente en E. colL y SOH de corazón de res 

(66). Es probable que este res~duo sea el grupo que estA siendo 

modificado por el cadmio. Kenney et. al. han mostrado que la 

incorporación de cª~c]MalNEt a un residuo de cieteina, esencial 

para la actividad, localizado en la subunidad de 70,000 daltonee 

disminuye en presencia de succinato o malonato (44). Aunque en la 

secuencia de amino~cidos de un p6ptido de 23 residuos alrededor 

del FAD no aparece ninguna cisteina (67), es probable que por 

plegamiento de la cadena polipeptidica, la cisteina en posición 

conservada quede proxima al FAD en el sitio activo. Por el 

momento, sin embargo, se carece de evidencia experimental 

concluyente que permita determinar el número real de residuos que 

participan en la unión de1 cadmio durante el proceso de 

inactivación de la enzima. 

Aunque se ha reportado que el Cd2
+ se puede unir a grupos 

carboxilo e imidazol (57), o sulfhidrilo (46,47), las constantes 

de estabilidad muestran que e1 Cd2
+ se une de manera m~s selectiva 

a los grupos -SH (46,47). A partir de los datos de la figura 6 se 

obtiene un valor de pKa de 7.23 para el grupo que 

modificado por el Cd2 ~. Este valor no prueba de manera 

que un grupo -SH sea el blanco del Cd2
+. El pKa del 

eat~ siendo 

definitiva 

los grupos 

sulfhidrilo en las proteinas normalmente presenta valoree m~s 

elevados. Sin embargo, en el caso de la SDH otros autores han 

reportado valores similarmente bajos 

activo (41). Se ha sugerido que 

de pKa para el -SH del 

la "activación" del 

sitio 

grupo 

sulfhidrilo localizado en el sitio activo podria deberse a la 

presencia de una carga positiva localizada cerca del -SH (41). Por 
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otro lado, el hecho de que la seRal del centro Fe-S S-1 sea 

destruida por el Cd2
+ y por el p-cloromercuriobenzenosu1fonato de 

manera similar (59), sugiere que nmboe ronctivoo actúan en 

residuos similares. AdemAs, la desaparición de esta se~al por 

ambos reactivos no es revertida por ditionita (Fig. 7b) lo que 

sugiere una re1aci6n estrecha entre el grupo que une a estos 

reactivos para eulfhidrilo y el centro paramagnético. Durante 

mucho tiempo se ha discutido la posible localización de los 

centros Fe-S en la enzima. A este respecto, Ohnishi ha propuesto 

que loe centros S-1 y S-2 se encuentran en la eubunidad mayor y el 

centro S-3 en 1a subunidad menor (68). Albracht ha sugerido que el 

centro S-3 se encuentra en la subunidad mayor y el centro S-1 en 

la subunidad menor (69). Más recientemente se han identificado los 

ligandos del centro S-1 en B. subtltis. Estos son un grupo de 

cuatro cisteinas localizadas en posiciones conservadas en el 

extremo N terminal de la subunidad menor (70). Una posibi1idad es 

que el grupo -SH de1 sitio activo, por plegamiento de la cadena 

polipept1diCa, se encuentre muy próximo a1 centro S-1 de tal 

manera que una modificación en este residuo de ciste1na origine 

una alteración de las propiedades paramagnéticas del centro Fe-S. 

De esta manera, la carga positiva del Fe del centro S-1 seria la 

que estuviera alterando las propiedades Acido-base del grupo -SH. 
A este respecto Ohnishi encontró que las propiedades magnéticas 

(realce de1 tiempo de relajación del espin) del FAD estaban 

alteradas por la proximidad del centro S-1 (16). Una interacción 

esp1n-esp1n de este tipo invo1ucra distancias no mayores a 1.S-2 

nm. Sin embargo, en este momento no ce puede descartar que la 

desaparición de la se~al del centro S-1 se deba a una modificación 

de la conformación de la enzima por la unión del Cd2
+ al sitio 

activo y que 1a alteración encontrada 

~cido-baae de1 -SH del sitio activo se deba 

en 
a 

las propiedades 

la 

otro grupo 

modificación 

con carga 

este 

positiva como 

tipo al terari a 

histidina 

proximidad 

( 71). 

de 

Una 

las de muy probablemente 

propiedades paramagnéticas de 1os grupos proat~ticos restantes. 
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Sin duda, una imágen más clara de la relación entre el -SH del 

sitio activo y los grupos prostéticos de la enzima vendrá con el 

estudio EPR a temperaturas n1ás bajas del efecto del cadmio sobre 

la SDH. 

La inhibición de la SDH por Cd2
+ podri a deberse a que el meta.l 

se está uniendo a un grupo importante para .la catálisis y/o a un 

grupo invo.lucrado con la unión del sustrato. Basado en estudios de 

protección por succinato y malonato contra la inhibición por 

agentes alquilantes, Kenney ha propuesto que el grupo -SH del 

sitio activo podria Jugar un papel en la unión del sustrato (45). 

En el presente trabajo, sin embargo, se muestra que la unión del 

Cd2
+ al sitio activo no excluye la unión del. ma.lonato y por lo 

tanto tampoco la del succinato. En este momento es importante 

destacar la importancia que Juega el orden de adición de loa 

inhibidores. Cuando el malonato (o el succinato) es a~adido antes 

que el Cd2
+ (o que la NEtHal), forma un complejo con el sitio 

activo y previene que el inhibidor irreversible alcance su sitio 

de unión en una Cracción determinada de las moléculas de enzima 

(probablemente por el impedimento debido a J.a eatructura espacial 

molecular)(Figs. 4 y 5). En el caso contrario, una vez que la 

inhibición por Cd2 + ha ocurrido, la adición de malonato no 

revierte 1a inhibición, mAs a~n, ésta es incrementada por la 

formación del complejo adicional E-Cd2 +-Malonato (Fig 8). 

Conclusiones similares se obtienen de los datos de la Cigura 10. 

Aqui, la adición de cadmio a las PSM no desplaza la marca de 

[2-14C]-malonato. De esta manera, la unión del cadmio al -SH del 

sitio activo no altera a la enzima en tal Corma que ésta se vuelva 

incapaz de unir al malonato (o al succinat) al sitio activo. 

De estos resultados se puede asumir que en el mecanismo de 

oxidación del succinato, el grupo -SH del sitio activo Jugarla un 

papel importante sólo despues de la unión del sustrato a un grupo 

cercano en el sitio activo. A este respecto, recientemente se ha 

propuesto que el sitio activo de la SOH posee, además del FAD y 

del grupo -SH, un(os) residuo(oe) de arginina, el.Clos) cual (ee) 
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podrla(n} participar en una interacción electrost~tica con los 

grupos carboxilo del sustrato (72). 
Por otro lado, cuando el Cd:t• es ai1adido a la enzima e.ntes que 

el oxalacetato, evita que este último se una al sitio activo (Fig. 

9). HAs aón, cuando la enzima estA en el estado inactivo, 

estabilizado por la unión del oxalacetato, ésta puede ser activada 

por tratamiento con un exceso de Cd2
• seguido por la remoción del 

metal por EDTA. Estos resultados se muestran en la tabla I junto 

con el hecho conocido de que el oxalacetato también puede ser 

desplazado por ligandos del sitio activo como auccinato o malonato 

(28,29). Aunque el oxalacetato protege al -SH del sitio activo 

(41,42), en condiciones de exceso de Cd2
•, el metal termina por 

entrar al sitio activo y desplazar al oxalacetato. En la figura 

10c se muestra que el Cd2
+ ariadido a las PSM antes que el 

oxalacetato en cierta medida dificulta que el segundo siga siendo 

capaz de desplazar eficazmente la marca de [2-14CJ-malonato. 

Tomando en cuenta que: a) la razón molar de oxalacetato/flavina 

unida a histidil es 1 (26,73) y que b} el oxalacetato puede ser 

desplazado de 1a enzima tanto por succinato y malonato como por 

cadmio, una hipótesis atractiva es que el oxalacetato necesita dos 

grupos en el sitio activo para unirse a la enzima. Uno de estos 

grupos ser~a el grupo que une malonato o succinato y el otro el 

-SH que une al Cd2
+. 

La interacción del oxalacetato con la enzima ha recibido mucha 

atención. Durante mucho tiempo se ha conocido que el oxalacetato 

es un potente inhibidor de la SDH (27). Adem:t.s de actuar como un 

inhibidor competitivo, el oxalacetato ae une de una manera 

extremadamente fuerte a 1a enzima inactiva y es removido de ésta 

por activación (28.29,30,31 0 32,33,34). Wojtczak et at fueron loe 

primeros en considerar a este inhibidor como un inactivador (27) • 

Gutman reportó que el oxalacetato se une a un sitio regulador en 

la enzima induciendo un cambio de conformación que oculta al sitio 

activo (26). Esta hip6tesis ha sido expuesta para explicar el 

efecto protector del oxalacetato contra ia alquilación por 
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mal~imidas N-sustituidas. Otra hipótesis para 

protector ha sido que el oxalacetato se une 

explicar este efecto 

al -SU del. sitio 
activo Cormando un tioltemicetal (1,3,44). Los reaul.tados de este 

trabajo muestran que el cadmio y el oxalacetato son competitivos 

entre si lo que estarla de acuerdo con la 
AdemAs, el hecho de que la unión del cadmio 

última hipótesis. 

al sitio activo 

excluya la unión del oxalacetato a la enzima no apoya la idea de 

que exista un sitio regulador de unión de dicarbo~ilatoa distinto 

del sitio activo. 

Si se asume que 

del oxalacetato, y 

el sulfhidrilo, es 

el. -SH del sitio activo participa en la unión 

que el centro S-1 puede estar interactuando con 

posible esperar que una modificación del centro 

Fe-S se vea reflejada en una alteración de algón tipo en la unión 

del oxalacetato a la enzima. En 1975 Ackrell et al reportaron que 

la reducción de la enzima por ditionita resultaba en la 

disociación del oxalacetato fuertemente unido con la consiguiente 

activación de la enzima (74). La activación de la enzima durante 

la titulación redox, sin embargo, ocurre con la incorporación del 

segundo par de electrones a un potencial de -90 a -60 rnv. Por lo 

de la flavina a su que la activación coincidiria con la reducción 

forma de hidroquinona. Por otro lado, Kotlyar et al encontraron 

afinidades relativas una diferencia de más de 10 veces entre las 

de la SOH reducida y oxidada por el succina.to 
1 fumara to y 

oxalacetato (42). Estos autores, sin embargo, no definieron con 

precisión el término .. enzima reducida ... Por lo tanto aón queda por 

establecerse si el estado de reducción del FAO y no el de los 

restantes centros redox es el unico 

cambios de afinidad de la enzima por 

factor 

los 

involucrado en 

ligandos durante 

loe 

la 

reducción dá la SOH. Además, no se ha determinado el mecanismo por 

el cual la reducción de los componentes redox de la enzima 

modifica la afinidad. Una posibilidad es que al reducirse la 

enzima sufra un cambio de conformación que exponga al sitio activo 

al ambiente acuoso. Se sabe que la unión por tiohemicetal es 

inestable en solución acuosa y que su descomposición se da por una 
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reacción ~cido-base (75). Sin embargo, 1a confirmación de 

cualquier hipótesis a este respecto requiere de un estudio más 

deta1lado de la función de todos los contrae redox en la enzima. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTXVAS 

En este trabajo se mostró que el Cd2
+ es una herramienta t1ti.l 

para estudiar las propiedades del -SH del sitio activo de la 

deshidrogenasa succlnica. Los resultados del trabajo sugieren que 

este grupo estA involucrado en la unión del modulador negativo 

oxalacetato y abren la posibilidad de que otro(s) reslduo(s) estén 

participando en 1a unión del sustrato y de los inhibidores 

competitivos. Además, se muestra que las propiedades ácido-base 

del sulfhidrilo están modificadas y se sugiere que esta alteración 

se podria deber a la proximidad del centro binuclcar S-1. 

Sin embargo, son muchas las preguntas que permanecen sin 

respuesta y cuya solución ayudará a dar una interpretación más 
completa de loa resultados experimentales. Por ejemplo, no se sabe 

la naturaleza qulmica de la unión entre el cadmio y el grupo 

esencial para la actividad. Seria deseable tener una estimación de 

las fuerzas de enlace entre el ion metálico y el(los) ligandos. 

Una manera conveniente para determinar estas energias de enlace 

incluye la medición calorimétrica directa del calor de formación 

o, quizas menos directamente, la medición de la energla de 

formación de Gibbs (AG
0

). Estas mediciones explicarian la alta 

afinidad (estabilidad termodinámica) de la enzima por el cadmio y 

la alta labilidad cinética gracias a la cual el metal puede ser 

fácilmente retirado por EDTA. Tampoco se sabe si la 

cadmio al -SH sólo modifica al centro S-1. El estudio 

interacción del cadmio con la enzima, a temperaturas 

unión del 

EPR de la 

de 30 K o 

menores, ayudar~ a resolver este punto. Esto permitirA conocer con 

menos ambigüedad la causa de la modificación de las propiedades 

Acido-base del sulfhidrilo y proporcionarA información de la 
función de los grupos prostéticos de la enzima en lo que se 

refiere a su papel en los cambios de afinidad por los ligandos del 

sitio activo durante la titulación redox y a la transferencia 

intramolecular de electrones. 
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Fig. 1 

Fig. a 

FJ.g. 3 

Fig. 4 

Fig. 5 

EXPLICACIONES DE LAS FIGURAS Y TABLAS 

REACCION cA·rALIZADA POR LA DESIUDROGENASA SUCCINICA.. AoM 

y AHz representan al 

respectivamente. 
aceptor oxidado y reducido, 

ESTRUCTURA DE LAS FORMAS REDOX NEUTRAS DE LA MOLECULA DE 

FLAVXNA. R = ribito1 para 1a riboflavina. 

INACTIVACION DE LA SDll POR CADMIO. a). representación 

semilogaritmica de la actividad remanente porcentual 

versus el tiempo a diferentes concentraciones de cadmio. 

b), constante aparente de velocidad de inactivación 

( Kapp) versus (cadmio]. La Kapp fue calculada 

multiplicando el valor de las pendientes en a) por 

2.303. Las condiciones de incubación y de medición de la 

actividad se detallan en materiales y métodos. 

EFECTO DEL SUCCINATO SOBRE LA INACTIVACION POR CADMIO DE 

LA SDH. a), representación semilogar~tmica de la 
actividad remanente porcentual versus el tiempo a 

distintas concentraciones de euccinato. En ausencia de 

cadmio la actividad fue perfectamente estable con o sin 

succinato. b), constante aparente de velocidad de 

inactivaci6n (Kepp) versus Csuccinato]. c) GrACica de 

1 /Kopp vers1..1s [ succinato] . Las condiciones de incubación 

y de medición de la actividad se detallan en materiales 

y métodos. 

EFECTO DEL MALONA:ro SOBRE LA :INA.CT:tVAC:tON POR CADMIO DE 

LA SDH. a), representación semilogaritmica de la 
actividad remanente porcentual versus el tiempo a 

distintas concentraciones de malonato. En ausencia de 

cadmio la actividad fue perfectamente estable con o 

malonato. b), constante aparente de velocidad 
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F.lg. 6 

F1g. 7 

F.lg. B 

F.lg. g 

inactivaci6n (Kapp) versus (malonato]. e) GrAfica de 

1/Kdpp vers~s [malonato]. Las condiciones de incubación 

y de medición de la actividad se detallan en materiales 

y métodos. 

J:NACTJ:VACION DE LA SDll POR EL CADM.lO EN FUNCJ:ON DEL pll. 

a) constante aparente de velocidad de inactivación 

(Kapp) versus pH (1 µM Cd
2
+). b) Gráfica de 1/Kapp 

versus CH•]. Las condiciones de incubación y de medición 

de la actividad se detal1an en materiales y métodos. 

ESPECTROS EPR DE LAS PSM A 00 K. a) partículas control 

reducidas con succinato. b) PSM tratadas con cadmio y 

reducidas con auccinato. e) PSM reducidas con succinato 

y tratadas con cadmio. d) PSM en presencia de succinato 

y malonato. e) PSM incubadas con malonato, tratadas con 

cadmio y reducidas con Buccinato. f) PSM tratadas con 

cadmio e incubadas con succinato y malonato. Las 

condiciones de incubación y de medición EPR se detallan 

en materiales y métodos. 

NO EXCLUSl:VJ:DAD DEL MALONATO Y EL CADMIO. 125 µg de PSM 

Cueron a~adidoa a un medio de sacarosa, como el que se 

describe en materiales y métodos, que ademas contenia la 

concentraciones indicadas de CdCl2. Oespues de 1 minuto 

de incubación, se a~adieron las concentraciones 

indicadas de malonato y la reacción se inició con la 

adición de succinato-trie 833 µM (pH 7.40) seguida por 

la adición de los colorantes. 

EXCLUSIVIDAD DEL OXALACETATO Y 

condiciones fueron laa mismas que las 

EL CADMIO. 

descritas en 

Las 

la 
figura e con la excepción de las concentraciones de 

oxalacetato y cadmio a~adidas. 
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TABLA X ACTIVACION DE LA SDE POR CADMIO Y SUCCINATO. 9.36 mg de 

protelna de PSM fueron incubados. en un medio que 

contenla sacarosa-tris 250 mM, pH 7.4 y oxa1acetato 400 

µM. Después de S minutos de tiempo de preincubación, 

4.69 mg de protelna fueron retirados a~adiéndoselea 100 

µM de CdCl2. 10 minutos después ambas fracciones fueron 

centrifugadas. Cada pastilla fue resuspendida y dividida 

en tres fracciones como sigue: la primera fracción 

(control) fue resuspendida en un medio de sacarosa. La 

segunda fracción (activadas) fue activada por incubación 
de las PSM durante 40 minutos a 35° e en un medio de 

sacarosa que ademAs contenla fosfato 10 mM, succinato 

2.S mM, cianuro 1 mM y rotenona 8.5 µM. La tercera 

fracción (EDTA) fue resuspendida en un medio de sacarosa 

y EOTA 2 mM fue aftadido 1 minuto antes de iniciarse el 

ensayo, De cada fracción ae tomaron alicuotas de 125 µg 

de prote~na para determinar su actividad. 

TABLA l: 

n mol de DCIP red x mg-& x min-& 

PREINCUBACIONES CONTROL ACTIVADAS EDTA 

OXALACETATO 

OXALACETATO, 
SEGUIDO DE 
CdC1a ( 10 min) 

81 

25 

34 

499 82 

14 417 



F"J.g. 10 

j 

UNION DEL 12-14Cl-malonalo A LAS PSM. Se muestran los 

niveles de [2-14C]-malonato unido de manera especifica a 

las PSM expresados como porcentaje, tomando la cantidad 

de cpm unidas por las partJ.culas control sin cadmio 

(3862 ± 94.5) como el 100 % y la cantidad de cpm unidas 

a las particulas tratadas con oxalacetato 50 µM (1925.25 

± 56) como el O %. Las condiciones de incubación se 

detallan en materiales y métodos. 
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