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LA CIUDAD DE LOS POETAS

Shahen Haeyan

Había una vez una ciudad muy hermosa situada a orillas de un lago, cerca de un bosque
frondoso,, El gobierno de la ciudad estaba en manos de un alcalde que moraba en un
gran castillo, rodeado de un séquito de ayudantes encargados de administrar la vida
de los ciudadanos La principal característica de esa ciudad era su población: la
habitaban un gran número de poetas que había elegido ese lugar como residencia por
su belleza y, sobre todo, por el apoyo que el alcalde del lugar les brindaba En efecto,
cada poeta recibía mensualmente una pequeña moneda de oro que le permitía vivir sin
más preocupaciones que componer buenos poemas,
Por supuesto había poetas buenos, malos y regulares Incluso algunos vivales se hacía
pasar por bardos para recibir regularmente las monedas de oro, sin que nadie les
conociera un solo verso,
Pero muchos poetas se esforzaban por realizar sus labores tan bien como sus talentos
naturales se los permitieran, Y se daba el caso frecuente de vales cuya fama rebasaba
los límites de su ciudad de residencia
Pero un día la situación económica del reino empezó a deteriorarse; el clima cambió, la
cosechas se perdieron y las minas se agotaron La pobreza invadió la otrora próspera
ciudad, El alcalde se vio en la necesidad de recortar los gastos públicos, y los primeros
en resentir la escasez fueron los poetas que tanta fama le daban a la ciudad,, Al
principio la moneda de oro que recibían mensualmente se transformó en una moneda de
plata; poco después, la plata se volvió cobre, y cada vez la moneda era más y más
pequeña Los poetas padecieron de hambre, Unos emigraron a remos vecinos; otros se
dedicaron a labores muy alejadas de su arte para redondear sus ingresos; y entre los
jóvenes sólo aquellos con un gran espíritu de sacrificio se entregaron a la poesía.
Los poetas que aún quedaban fueron a lamentarse con el alcalde Este íes prometió que
buscaría recursos adicionales para sostener a sus subditos en desgracia Finalmente,
después de arduas discusiones con las autoridades más altas del reino, el alcalde
anunció un buen día por medio de sus trovadores, que pagaría algunas monedas
adicionales a los poetas, pero sólo aquellos que demostraran fehacientemente su
dedicación al arte de rimar,

Fue asi como se impuso un estñcio control sobre la actividad literaria para evitar que
los embusteros cobraran las pocas monedas adicionales que el alcalde había prometido,
Al principio se le asignó a cada poeta un lugar específico donde instalarse a esperar la
inspiración: debajo de un árbol, a orillas del lago o en la mesa de un café Ahí debía de
firmar cada día laborable para dejar constancia por escrito de su presencia y del
tiempo pasado en compañía de su musa
Además se conv'mo en que cada poeta rindiera un informe anual de sus odas, ya que,
mientras más compusiera, más monedas recibiría, Hubo profundas discusiones en el



castillo del alcalde sobre la manera más conveniente de evaluar la actividad artística
de los bardos,, ¿Debía contar más un poema escrito en latín que uno en el dialecto
local? ¿Valía más un alejandrino que un hexámetro? ¿Se aceptaría el verso libre o sólo
las rimas rigurosas? ¿Equivalía una copia de veinte estrofas a dos de diez?,
Finalmente los administradores del castillo se pusieron de acuerdo sobre la manera
más eficiente y objetiva de juzgar la creación poética Elaboraron una tabla en que se
asignaba con rigor matemático una cantidad definida de puntos por cada yambo,
espondeo o dáctilo; se ponderaba cada estrofa de acuerdo con su rima; dábase mas
valor a los poemas que trataban de grandes problemas nacionales, y menos a los
soliloquios y cantos de amores frustrados; se reconocía un mérito mayor al soneto que
al poema en prosa; y muchas más reglas para valorar con precisión la labor poética,
Con el f in de realizar la enorme labor de evaluación, el alcalde tuvo que contratar a un
gran número de ayudantes Estos, a su vez, se asesoraron de grandes vates que habían
alcanzado ya el olimpo poético El número de admiradores de la ciudad aumento
rápidamente, incluso muchos poetas abandonaron su arte para dedicarse a la labor
mejor remunerada de ayudar al alcalde en la justa evaluación de sus subditos,
Ante tal situación, los trabajadores de la pluma adaptaron su obra a las normas
establecidas por sus benefactores, Por ejemplo, muy pronto se abandonó el género
épico y se popularizó el hai'ku, poema japonés de sólo diecisiete sílabas; los grandes
poemas se dividieron en varios sonetos; y se favorecieron los temas señalados como
prioritarios por el alcalde y sus ayudantes Lo importante era producir el mayor
número posible de poemas en el menor tiempo posible para merecer el estímulo de las
monedas adicionales,

Los primeros años, los poetas dedicaron una parte importante de su labor literaria a
preparar sus reportes de actividades, Pero pronto ese trabajo se volvió tan agobiante
que los poetas incluyeron en sus informes anuales la redacción de los informes de año
anterior,, El resultado fue que, al cabo del tiempo, los nuevos informes ya sólo incluían
la preparación de los informes anteriores

Cuenta la leyenda que en las noches de luna llena, algunos viejos poetas se reúnen en
un claro del bosque para componer versos como en los tiempos antiguos, Pero escriben
sus poemas en las hojas de los árboles y el viento los dispersa a la mañana siguiente
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RESUMEN

La NADH:Q6 oxidorreductasa interna de Saccharomyces cerevisiae (NDI1),

insensible a rotenona, lleva a cabo la transferencia de electrones del NADH a ia

quinona en la cadena respiratoria,, A diferencia del complejo I, esta enzima no

bombea protones, por lo que las mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae no

tienen el sitio I de acoplamiento de energía, Esta enzima está constituida por una

subunidad de 53 kDa, tiene como grupo prostético ai FAD y no presenta centros

fierro azufre,, Es insensible a ios inhibidores clásicos de sitio I, como la rotenona y

la piericidina, y se inhibe por concentraciones micromolares de flavona,, El gen de

esta proteína, el ndh, es de origen nuclear y codifica para una proteína con un

péptido señal de 26 aminoácidos para su importación a la mitocondria, La enzima

fue purificada siguiendo la metodología descrita por de Vries y Grivell (1988), la

cual consiste en ei uso de bajas concentraciones de Tritón X-100 y alta fuerza

iónica para solubifizar a la proteína y dos cromatografías, una de intercambio

iónico y otra de afinidad.

En este trabajo se estudió ía cinética de la enzima, ia cual sigue un

comportamiento clásico de Michaelis-Menten con inhibición por sustrato,, Se

obtuvieron las siguientes constantes cinéticas : KmNADH = 9,4 ± 1,0 piM, la KmDCpiP =

6,2 ± 0 8 fiM, Vmax= 83,6 ± 4 6 j^mol min"1mg"1, K¡NAOH = 52,5 ± 28,8 nM y K¡DCPIP =

115 2 ± 70,34 ¡iM, La NADH-DH interna sigue un mecanismo de tipo ping-pong,

en ei cual el primer producto se libera antes de la adición del segundo sustrato,

Uno de ios productos de la reacción, el NAD+, no inhibe a la enzima aun a

concentraciones milimolares, mientras que el otro sustrato, el DCPIP reducido,

inhibe a ia enzima con una K¡ = 14.1 ± 1.3 \xM.. Este mecanismo se comprobó

mediante el uso de inhibidores como eí AMP y la flavona, El AMP presentó una

inhibición competitiva con respecto al NADH (K¡ = 5,5 mM) y una inhibición

acompetitiva para el DCPIP (K¡ = 11,5 mM) La flavona fue un inhibidor parcial, el

cual muestra inhibición hiperbólica acompetitiva con respecto al NADH e inhibición

hiperbólica no competitiva para el DCPIP,, La constante de inhibición aparente en

el intercepto ( K¡¡ = 5,4 \xM) y la constante de inhibición de la pendiente (K¡s = 7.1
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fueron obtenidas por análisis de regresión no lineal,, Los resultados indican

que el complejo ternario F-DCPIPox-flavona cataliza la reducción del DCPIP,

aunque con una baja eficiencia El efecto del pH sobre la Vmax y la Vmax/Km fueron

estudiados, El perfil de la Vmax mostró dos grupos con valores de pKa de 5,3 y 7,2

involucrados en el proceso catalítico,, En el caso de la Vmax/Km también existen dos

grupos involucrados en la unión de los sustratos, con valores de pKa semejantes a

los anteriores,

El estado de agregación de la proteína se determinó mediante el uso de

electroforesis en condiciones nativas y las bandas se identificaron por medio de

actividad, Se encontró una banda con un peso molecular de 130 kDa, que

corresponde a un dímero,, En contraste, una deshidrogenasa externa dependiente

de NADPH migró con un peso molecular de 60 Kda

El uso de varios programas de predicción de estructura secundaria nos permitió

obtener una estructura consenso de la proteína, La enzima tiene en la parte

central una estructura pap, probablemente involucrada en la unión del NADH o del

FAD, Se encontraron cuatro regiones muy conservadas, tres de ellas hidrofóbicas,,

Sin embargo, no hay una clara indicación de un segmento transmembranal que

ancle a la proteína en la membrana,, Por tanto, suponemos que la NADH

deshidrogenasa esta unida a ia membrana por interacciones hidrofóbicas, no del

tipo cc-hélice transmembranal, e interacciones electrostáticas, Recientemente se

publicó que las deshidrogenasas mitocondriales de levadura están asociadas en la

membrana interna formando complejos supramoleculares (Grandier-Vazeille y col,,,

2001),

Al comparar la secuencia de la proteína con las secuencias depositadas en el

banco dentro del Swiss Prot se encontró una mayor semejanza con las NADH-

DHs de plantas que con las de bacterias,

La estructura tridimensional de una tripanotiol reductasa del protozoario parásito

(Trypanosoma cruzi) y una lipoamida deshidrogenasa de la bacteria

(Pseudomonas putida) fueron usadas para obtener un modelo tridimensional de la

NADH-DH interna,



ABSTRACT

The interna! NADH:Q6 oxidoreductase rotenone-insensitive (NDI1) in

Saccharomyces cerevisiae carries out the transfer of eíectrons from NADH to

quinone in the respiratory chain,, Contrary to the complex I, this enzyme does not

pump protons, and therefore mitochondria of Saccharomyces cerevisiae lack

energy coupling site I, This enzyme is constituted by a 53 kDa subunit, that

contains a prosthetic group FAD and no iron-sulphur clusters are found ¡n the

protein,, It is insensitive to the ciassic inhibitors of complex I, such as rotenone and

piericidin, but it is inhibited by micromolar concentrations of flavone,, The gene of

this protein, ndil, is of nuclear origin and it codes for a protein with a pre sequence

of 26 amino acids for its import ¡nto mitochondria,, The enzyme was purified

essentially as described by de Vries and Grivell (1988).. The method consists

basically in using low concentrations of Tritón X-100 and relatively high ionic

strength to solubiüze the protein followed by two chromatographic steps, a DEAE-

Bioge! and a blue Sepharose CL-6B

In this work, the kinetics of the enzyme was studied, It foliows a ciassic Michaelis-

Menten behavior with substrate inhibition, The following kinetic constants were

obtained: KmNADH = 9.. 4 ± 1. 0 nM, the KmDcpip = 6, 2 ± 0,, 8 pMt Vmax = 83,, 6 ± 4. 6

(imol min"1mg"1, K¡NADH = 52.. 5 ± 28, 8 jaM and KÍDCPIP = 115. 2 ± 70.. 34 jaM,, The

internal NDH-DH foliows a ping-pong mechanism, ¡n which the first product is

released before the addition of the second substrate,, One of the producís of the

reaction, NAD\ does not inhibit the enzyme even at milimolar concentrations, while

the other one, the reduced DCPIP, inhibits the enzyme with a K¡ = 14.1 ± 1,3 jaM,,

This mechanism was proven by means of the use of inhibitors like AMP and

flavone,, AMP showed a competitive inhibition with regard to NADH (K¡ = 5, 5 mM)

and uncompetitive inhibition for DCPIP (K¡ = 11. 5 mM),, Flavone was a partial

inhibitor, exhibiting an uncompetitive hyperbolic inhibition with regard to NADH and

a noncompetitive hyperbolic inhibition for DCPIP,

The intercept inhibition constant (K¡¡ = 5, 4 jaM) and the slope inhibition constant

(K¡s = 7,, 1 jiM) were obtained by non linear regression analysis, The results

indícate that the ternary complex F-DCPIPox-fIavone catalyzes the reduction
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of DCPIP, aithough with a lower efficiency The effect of pH on Vmax and Vmax/Km

were studied, The Vmax profile showed two groups with pKa of 5, 3 and 7. 2

involved in the catalytic process. In the case of the Vmax/Km profile there are two

groups invoíved in the binding of subsírates with similar to the previous valúes of

pKa,

The aggregation state of the proíein was determined by electrophoresis on native

conditions and the bands were identified through acíivity, A band wiíh a molecular

weight of 130 kDa was found, which corresponds to a dimer. In contrast, one of the

external NADPH-DH migrate with a molecular weight of 60 kDa,,

The use of several programs for secondary structure prediction allowed us to

propose a consensus structure of the protein,. The enzyme has in the central part a

(3ap structure, probably involved in the binding of NADH or FAD,, Four highly

conserved regions where found in the aíignment, There is no a clear indication of a

transmembrane segment to anchor the protein to the membrane,. Therefore, the

NADH dehydrogenase might be bound to the membrane by hydrophobic

interactions (but not a transmembrane a-helical segment) and electrostatic

interactions, Recently, it was published that yeast mitochondrial dehydrogenases

are associated in a supramolecular complex (Grandier-Vazeille, et al,, 2001)

The sequence of the protein was compared with the data bank to obtain related

sequences and the analysis predicted that there is higher homology with the

NADH-DH of plants than to those of bacteria

The three-dimensional structure of a trypanothione reducíase from parasitic

protozoa (Trypanosoma cruzi) and of a dihydrolipoamide dehydrogenase from

bacteria (Pseudomonas putida) crystallized were used to obtain a three-

dimensional modeí of the inner NADH-DH



INTRODUCCIÓN

En ios animales, la transferencia de los electrones del NADH al oxígeno molecular

proviene vía los complejos respiratorios en una cadena respiratoria lineal, La

respiración y la síntesis de ATP en las células animales participan cinco grandes

complejos mitocondriafes proteicos: la NADH:ubiquinona oxidorreductasa

(complejo I), la succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo II), la

ubiquinokcitocromo c oxidorreductasa (complejo III), la citocromo c oxidasa

(complejo IV) y la ATP sintasa (complejo V), Además, la cadena cuenta con dos

elementos móviles que conectan estos complejos: la ubiquinona (molécula

hidrofóbica de unidades de isopreno) entre el complejo I y el complejo III y el

citocromo c (proteína de bajo peso molecular) entre el complejo III y el complejo

IV En los complejos I, NI y IV el transporte de electrones está acoplado a ía

translocación de protones, dando como resultando una fuerza protomotriz que es

usada para la síntesis de ATP y el transporte de meíabolitos,.

En contraste, las plantas presentan una cadena ramificada con otras cuatro

diferentes NADH deshidrogenasas insensibles a rotenona y una ubiquinol oxidasa

alterna, ninguna de las cuales transloca protones. Dos NADH deshidrogenasas,

una que oxida al NADH y otra que oxida al NADPH (y posiblemente también al

NADH), se encuentran en la membrana interna mitocondrial orientadas hacia el

espacio intermembranal, Las otras dos NADH deshidrogenasas se encuentran con

su sitio activo hacia la matriz mitocondrial y pueden competir con el complejo I por

el NADH formado durante el ciclo del ácido cítrico (Rasmusson y col,,1998), Éstas

forman caminos alternos y son capaces de mantener la respiración de manera

continua en presencia de los inhibidores específicos para cada complejo,, Estas

proteínas alternas también están presentes en las bacterias y en los hongos,, La

expresión y la regulación de la actividad de estos componentes alternos parecen

responder a factores de estrés oxidativo, al estado de desarrollo, o ambos

(Rasmusson y col,,, 1998, y Home, y col,, 2001)..
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Clasificación de las NADH cleshidrogenasas

Desde el punto de vista de la relación estructura-función, las NADH-DHs se

clasifican en tres clases:

a) Las NADH-DH de clase 1 son enzimas que presentan un sitio de acoplamiento

de energía y están constituidas por un complejo multiproteico que contiene como

grupo prostético a! FMN (unido no covalentemente) y varios centros hierro y

azufre, Pueden usar como sustrato al NADH y ai desamino-NADH, Se inhiben por

concentraciones micromolares de rotenona o de piericidina, Dentro de esta clase

se encuentra el complejo I, el cual cataliza la oxidación del NADH y la reducción

de la ubíquinona,. Esta actividad combina la transferencia de dos electrones con ía

salida de cuatro proiones (Dutton y col,, 1998), Es el complejo más grande, con

43 subunidades en la mitocondria de bovino,, Siete subunidades son codificadas

por el DNA mitocondrial y el resto son de origen nuclear, Tiene un mononucleótido

de flavina (FMN), seis centros hierro y azufre: dos bínucleares N1a y N1b, y

cuatro tetranucleares N2 a N5 (Ohnishi, 1973) y tiene al menos tres sitios de unión

a la quinona,, El complejo tiene una masa molecular de 900 kDa, En el hongo

Neurospora crassa la enzima tiene al menos 35 subunidades diferentes y una

masa molecular de 770 kDa (Weiss y col,, 1991); algunas de sus subunidades son

homologas a las subunidades del complejo I de bovino,, Solo muy pocas

subunidades del complejo i de N, crassa no se conoce su homólogo en bovino

(21,3a, 21,3b, 20,9 y 17,8 Videira, 1998) El complejo I en Escherichia coli tiene

una masa molecular aproximada de 530 kDa y está constituida por 13

subunidades diferentes (Weidner y col, 1993), Siete son homologas a las

subunidades codificadas por el DNA mitocondrial, Las restantes son homologas a

las subunidades de codificación nuclear, Las 13-14 subunidades de las bacterias

forman la unidad funcional mínima del complejo, Los valores de la Kmap para el

NADH con UQi o K3Fe(CN)6 como aceptores de electrones es de alrededor de 10

¡j,M, en varias bacterias (Yagi, 1991),, En contraste, el NADPH no es un sustrato

para estas enzimas, con una actividad menor al 2% de ía actividad con NADH, Sin

embargo, presentan una especificidad baja relativamente para el sitio de unión de

la quinona y pueden usar UQi, UQ6, rodoquinona, UQ10 y duroquinona como
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sustratos, El complejo I de ias m¡tocóndrías de plantas ha sido aislado de varias

especies como betabel, haba y papa, (Rasmusson y col,, 1998), El complejo i de

betabel (Beta vulgañs) tiene una masa molecular de 700 kDa, con 30 subunidades

diferentes, algunas de las cuales fueron identificadas por anticuerpos contra los

polipétidos del complejo I de A/, crassa, lo cual indicó que algunos epítopes de ias

subunidades están conservados en ias de plantas,, Existe una gran cantidad de

inhibidores que interactúan con el complejo I, algunos de origen natural, como los

rotenoides y las piericidinas, y otros de origen sintético, como el amital y ciertos

pesticidas (Degü-Esposti, 1998),,

El complejo I se encuentra prácticamente en todos los organismos estudiados, Sin

embargo, está ausente en Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces

pombe (de Vries y Grivell, 1988), Saccharomyces carlsbergii y Kluyveromyces

lactis (Home y col, 2001),

NADH + H* NAD*

NuoM NuoL

LadoN

Udo P

El operón nuo de E. coli

A B CD H I JK L M N

Figura 1. Componentes del complejo I de Escherichia coli El complejo I está formado por 13 subunidades
diferentes, seis de ellas son proteínas periféricas y siete son proteínas transmembranales. El sitio de unión
del NADH, el FMN y el centro hierro-azufre N3 se encuentran en la subunidad NuoF y el centro N1a en la
subunidad NuoE La subunidad NuoG contiene tres centros hierro-azufre: el N1b el N4 y el N5. El centro N2
se localiza muy cerca de la membrana, probablemente en la subunidad NuoB o en la Nuoí N y P significan los
lados negativo y positivo de la membrana, respectivamente En la parte inferior se muestra el operón nuo con
los genes que codifican para las subunidades del complejo I en E coli
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Por medio de microscopía electrónica se obtuvo la estructura tridimensional de

estos tres complejos, con una resolución de 22 Á (bovino) (Grigorieff, 1998), 28 A

(N. crassa) (Guénbaut y col,,, 1997) y 34 A (E. coli) (Guénbaut y col,,,1998),,

E coli N,, crassa Bovino

Figura 2, Estructura tridimensional del complejo I de E coli, N, crassa y de corazón de
bovino, Sucesivas observaciones con rotación de 90° sobre el eje vertical La posición de
la bicapa de lípidos, se determinó por cristales bidimensionales y cristales tubulares en la
enzima de N crassa Las estructuras de E coli y de bovino muestran un zona estrecha
entre el dominio de la membrana y la matriz {el tallo) que no es visible en el complejo de
N crassa,

FALLA DE ORIGEN
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El complejo ! presenta una forma característica de L en donde uno de los brazos

se proyecta hacia la matriz mitocondrial (el dominio hidrofílico) y el otro brazo está

embebido en la membrana interna mitocondrial (el dominio hidrofóbico) y Jos dos

brazos están conectados por un cuello, Hay evidencias en N, crassa de un

ensamblaje separado del dominio periférico y del hidrofóbico, previo a la formación

in situ del complejo completo (Friedrich y col,., 1993 y Friedrich y Weiss, 1997),

b) Las NADH-DH de clase 2 se han aislado de un gran número de bacterias y de

las mitocondrias de las levaduras y de las plantas (de Vries y Grivell, 1988,,

Roberts y col,, 1995 y Meló y col,, 1996),. No acoplan la transferencia de

electrones con el bombeo de protones, contienen como grupo prostético al FAD,

unido en forma no covalente, y carecen de centros hierro azufre, Presentan alta

especificidad por su sustrato, el NADH o el NADPH,, Son activadas por cationes

monovalentes como el sodio y el potasio, y por cationes divalentes como el

magnesio,, Son insensibles a los inhibidores de las NADH-DH de clase 1 (Yagi,

1991),

Las enzimas de S, cerevisiae están formadas por un solo tipo de subunidad y las

secuencias de esta familia de proteínas presentan tres regiones conservadas

(Young y col,, 1981), Dos de éstas tienen el plegamiento de Rossman, el cual

tiene el motivo pap con propiedades de unir ADP (Wierenga, 1986). Es posible

que una de estas regiones represente el sitio de unión del FAD y la otra de unión

del NADH,.

También se ha supuesto que el sitio de unión a la quinona podría caer en una

secuencia conservada, debido a que la UQi actúa como sustrato para todas las

NADH-DH de clase 2, Se ha visto en la enzima de E, coü que al remover los

primeros 60 residuos de la región amino-terminal se pierde completamente la

actividad y la habilidad para unirse a los liposomas, lo que sugiere una posible

función de anclaje a la membrana (Xu y col,, 1985), En otros organismos, como

Thermus, se encontró una secuencia que sugiere un sitio de unión a nucleótidos

(GXGXXG) y que la relaciona más con la NADH-DH de clase 2 de E, coli Estas

enzimas pueden usar como sustrato al NADH o al NADPH, pero son incapaces de
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emplear al desamino-NADH La enzima de Thermus y !a NADH-DH interna de S

cerevisiae utilizan como sustrato al NADH pero no al NADPH En las plantas,

éstas pueden usar específicamente al NADH o al NADPH (Roberts y col ,1995).

Sólo se ha reportado a la flavona como un inhibidor de las NADH-DH de clase 2

en las mitocondrias de Arum maculatum y S. cerevisiae ( Cook, 1984 , y de Vries,

1988)

En la enzima purificada de E coli se determinó el valor de la Kmap para el NADH

usando diferentes aceptores de electrones., Las Km fueron de 5 9 ¡M con Q1f 2,3

uM con Q2, 18.7 uM con la DQ, 1.8 j¿M con la idebenona y 20 uM con el DCPIP

(Bjórklófycol.,2000)

El estado de agregación funcional no se ha reportado para la mayoría de estas

proteínas Ningún miembro de esta clase ha sido cristalizado, por lo que aún no

se conoce la topología de la proteína

NDÉi

Matriz
NABH NBI1

NA01

Figura 3. Modelo de la posible organización de las NADH-DHs interna y externa en S,
cerevisiae, Las NADH-DHs interna y externa de la levadura (NDI1 y NDE1
respectivamente) están representadas como proteínas similares con opuestas topologías
en la membrana interna mitocondrial (figura tomada de la referencia de Joseph-Horne, y
col, 2001)
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c) Finalmente, las NADH-DH clase 3 fueron descritas en la bacteria marina Vibrio

alginoiyticus, y agrupa a las enzimas que generan un gradiente electroquímico de

iones de sodio durante la respiración aerobia, Las enzimas son inducidas a pH

alcalino y acoplan la reacción redox con la translocación de sodio. Estas enzimas

son distintas de las NADH-DH cíase 1 y las NADH-DH clase 2 en varios aspectos:

ia dependencia de sodio (necesario para la actividad de quinona reductasa), los

inhibidores (sensibles a concentraciones micromolares del ion plata y por la 2-n-

heptil-4-hidrox¡quinolina N-óxido), el tipo de sustrato (puede usar el análogo

desamino-NADH), la composición peptídica y el tipo de cofactor (Rich y col,,

1995) Este complejo presenta seis subunidades, a, p, y, y otras 3 subunidades

hidrofóbicas (Tablai), y contiene FAD y FMN, y centros hierro azufre como

cofactores redox,,

Los genes en la bacteria V. alginoiyticus están organizados en el operón nqr, con

seis genes estructurales llamados nqra-nqrf. Las proteínas NqrA y NqrC son las

subunidades a y y, mientras que la proteína NqrF equivale a la subunidad p, que

es el sitio de oxidación del NADH, Las proteínas NqrB, NqrD y NqrE son fas

subunidades hidrofóbicas,,

Tablai

Resumen de las propiedades de las proteínas codificadas por el operón de
la NADH:ubiquinona oxidorreductasa de V.. alginoiyticus..

Proteína

NqrA

NqrB

NqrC

NqrD

NqrE

NqrF

Mr

(Da)

48

48

27

22

21

45

No.:
residuos

446

426

256

210

198

407

5,58

9.12

4,82

9.28

7,18

4,54

N -terminal

MITIKKGLDL-

MPRYYREGRV

MASNNDSiKK-

MSSAQNVKKS

MEHYISLLVK-

MDIILGWMF-

Probable número

de hélices

transmembranales

0

6-12

1 (N-terminal)

4-7

6

2 (N-terminal)

Comentario

Subunidad a

Hidrofóbica

Subunidad y

Hidrofóbica

Hidrofóbica

Subunidad p



INTRODUCCIÓN 18

La NADH:ubiquinona oxidorreductasa dependiente de Na* está ampliamente

distribuida entre las bacterias marinas y también se encontró en Klebsielfa

pneumoniae crecida aeróbicamente en citrato,,

Periplasma

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Citoplasma
C78 C110

A

MMp

MV375

Figura 4, Modelo topológico de la subunidad NqrF y la posición de los centros redox de
Vibrio alginolyticus La subunidad está anclada por un par de horquillas a-héíices en la
región amino terminal,, Los residuos del centro fierro azufre están muy cerca de la
interfase entre esta región hidrofóbica y la gran región globular, la cual se proyecta hacia
el citoplasma La parte globular tiene dos dominios estructurales, uno que da el sitio de
unión para el FAD y otro el sitio de unión del cofactor NADH, En este modelo, ía región
amino y carboxilo terminal están en la cara citoplásmica,

La cadena respiratoria de Saccharomyces cerevisiae

En contraste con muchas células eucaríotes, incluyendo a otros hongos, S,,

cerevisiae carece del complejo i mitocondrial, En vez de éste, contiene una NADH:
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quinona oxidorreductasa con un solo tipo de subunidad, la cual cataliza la

transferencia de dos electrones del NADH que se produce en la matriz a la

ubiquinona Además, como las mitocondrias de plantas, S cerevisiae tienen dos

NADH-DH externas, las cuales tampoco bombean protones y tienen su sitio activo

en el espacio intermembranal, por lo que su función es la oxidación del NADH

citosólico (figura 5).

NADH

Figura 5. Esquema de la membrana interna mitocondrial de S cerevisiae, con los
componentes del sistema de transporte de electrones, ex, NADH:ubiquinona
oxidorreductasas externas; in, NADH: ubiquinona oxidorreductasa interna; UBQ, poza
ubiquinona: ubiquinol; c, citocromo c periférico Las flechas indican la dirección del flujo de
electrones (figura tomada parcialmente de la referencia de Joseph-Horne, y col,, 2001),,

Características de la NADH-DH interna

Está codificada por el gen nuclear ndil, que da lugar a un

precursor de 57 2 kDa. La proteína contiene un 44% de residuos no polares y

carece de cisteínas (de Vries y col.,1991). La determinación de la secuencia N-

terminal indicó que la NADH-DH interna inicia en la Ser27, de tal manera que la

masa molecular de la proteína madura es de 54,2 kDa La NADH-DH interna se

sintetiza con una secuencia señal de 26 aminoácidos, la cual dirige la proteína a la

mitocondria. La presecuencia contiene residuos sin carga y es relativamente rica

en serina, treonina y leucina (de Vries y coi, 1992).. Ni por el algoritmo de Chou-

FALLA DEOfflN
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Fasman ni por el de Garnier se predice un plegamiento a hélice para la secuencia

señal Algunas mutaciones en los residuos de la presecuencia no afectan el

proceso de importación y translocación de esta enzima,, Se sabe que se necesita

la fuerza protomotriz para la entrada del precursor a la mitocondria (de Vries y col,,

1992). Los resultados sobre ia importación de la NADH-DH interna sugieren que

es muy similar a la de la subunidad p de la ATP sintasa, en donde usa un receptor

para introducirse a la mitocondria (Bóhni, 1983), pero aún queda por establecerse

cómo y cuándo se inserta eí grupo FAD,

Como miembro de la familia NADH-DH de clase 2, tiene como grupo prostético al

FAD unido no covaíentemente y no presenta centros hierro azufre (de Vries y col,,

1992), La NADH-DH interna no bombea protones, por lo que la transferencia de

electrones del NADH a la poza de quinonas no contribuye a la generación de la

fuerza protomotriz a través de la membrana interna mitocondrial, Esto tiene

interesantes consecuencias energéticas para la célula, Por ejemplo, ei cociente

P/O de las mitocondrias de S.. cerevisiae es de uno (Venduyn, 1992),

Estudios cinéticos

La enzima es específica para el NADH, ya que la actividad con otros sustratos

como el NADPH o el desamino-NADH es 250 veces menor que con NADH, La Km

para el NADH es de 31 uM (de Vries y Grivell, 1988),, in vitro, la NADH-DH interna

puede usar varios aceptores de electrones, como la UQi, la UQ2, la UQ6, el

DCPIP, el ferricianuro y la decilquinona entre otros, La enzima es inhibida por

flavona (K50 = 95jaM), pero es insensible a los típicos inhibidores del complejo I,

como la rotenona y la piericidina, En partículas submitocondhales, la actividad de

la NADH-DH interna con UQ2 es cinco veces más alta que con su aceptor

endógeno de electrones, la UQ6 Con esta última como sustrato, la enzima tiene

un amplio intervalo de pH óptimo, donde se observa una meseta en el intervalo de

4,5-9,5 (de Vries y Grivell, 1988),
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Características de las NADH-DHs externas

$„ cerevisiae tiene dos genes que codifican para las NADH-DHs externas, ndel y

nde2 (Luttik y col, 1998 y Curtís y McAlister-Henn, 1998),. Ambos genes fueron

identificados por su homología con el gen ndil. La secuencia de aminoácidos de

NDE1 tiene un 48% de identidad con NDI1 y la secuencia de NDE2 tiene un 46%

de identidad con NDI1, La identidad entre NDE1 y NDE2 es de 62%.. El

alineamiento de las secuencias de estas tres proteínas reveló que NDE1 y NDE2

poseen una extensión en la región amino terminal que está ausente en NDI1,

Estas extensiones probablemente son responsables del anclaje a la mitocondria,

Las propiedades cinéticas de las NADH-DHs externas no han sido estudiadas,, En

las mitocondrias sonicadas se determinó una Km para el NADH de 30 uM,

semejante al valor de la Km para la Ndi1 purificada,

Estudios con levaduras mutantes AndH

Las mitocondrias aisladas de las levaduras de S cerevisiae sin el gen ndil (AndH)

no oxidan el NADH de la matriz mitocondrial, Esto confirmó que la Ndil es una

deshidrogenasa de localización interna (Marres y col,.,1991),, El gen ndil está

sujeto a represión por glucosa,. Cuando la levadura se cultiva con fuentes de

carbono no fermentabies, como el lactato o el acetato, la levadura induce una

mayor cantidad de la NADH-DH interna que cuando la fuente de carbono es

glucosa,, Con glucosa, galactosa o etanoi como única fuente de carbono, las

mutantes AndH presentan un crecimiento similar al de la cepa silvestre, a

diferencia de las cepas cultivadas en acetato o en piruvato, cuyo crecimiento está

completamente ausente, por lo que la deshidrogenasa es esencial cuando se

cultiva con sustratos respiratorios,

Expresión heteróloga del gen ndil

Se ha propuesto que el gen ndil de S, cerevisiae es un buen candidato en la

terapia génica de pacientes con deficiencia del complejo I, Esta propuesta está

basada en dos consideraciones, La primera y más importante, es que la NDI1 es
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mucho más simple que el complejo I. La segunda es que NDI1 cataliza la

transferencia simultánea de dos electrones, a diferencia del complejo I, el cuai

cataliza la reacción de un solo electrón, Esto reduce el riesgo de la producción de

radicales libres.

El gen ndil de S, cerevisiae se expresó en E, coli (Kitajima-lthara y Yagi 1998),, En

las células transformadas, NDI1 actúa como una parte integral de la cadena

respiratoria y fue evidenciada su localización en la membrana e inhibida la

actividad de NADH oxidasa por flavona (inhibición parcial), Por otra parte, la

expresión heterológa del gen ndil de S.. cerevisiae en los fibroblastos de hámster

deficientes en el complejo I restablece la oxidación del NADH en la matriz

mitocondrial, Esta actividad no fue inhibida por rotenona, pero sí por flavona,

inhibidor específico de la NADH-DH interna (Seo y col,,, 1998),, La expresión de

ndil también restableció la capacidad de las células de hámster deficientes en el

compiejo I para crecer en galactosa, para lo cual se requiere la cadena

respiratoria, Recientemente, ndil se expresó en células de riñon humano (Seo y

col,,, 1999), Las células transfectadas crecieron en un medio en presencia de

rotenona y de glucosa 0,6 mM, o de rotenona, glucosa 0,6 mM y galactosa 5 mM,

lo que indica que también en estas células la proteína fue funcional, Estos

estudios de expresión heteróloga demuestran que NDI1 puede funcionar en varios

tipos de células, desde las bacterias hasta las células de mamífero,, Esto apoya

que el gen ndil de S. cerevisiae es un buen candidato para la terapia génica de

pacientes con deficiencia en el complejo I,

Estudios con levaduras mutantes Andel y Ande2

Se encontró que las mitocondhas aisladas de las levaduras que carecen de los

genes ndel y nde2 no oxidan el NADH exógeno, En condiciones de cultivo con

sustrato respiratorio, con una concentración de glucosa limitante, la supresión del

gen nde2 no produce un decremento importante en la velocidad de oxidación del

NADH exógeno, En contraste, la supresión del gen ndel causa una disminución

importante de la velocidad de oxidación del NADH en las mitocondrias,. Esto

sugirió que el papel fisiológico de ndel es mucho más importante que el de nde2,
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a! menos durante el crecimiento respiratorio con glucosa o etanol (Luttik y

col,,1998 y Small y col.., 1998),,

Las NADH deshidrogenasas de plantas

Las mitocondrias de la mayoría de las plantas poseen la capacidad de oxidar al

NADH y al NADPH por deshidrogenasas localizadas en la superficie externa de la

membrana interna mitocondrial (Cook-Johnson y coi,, 1999 y Kromery col.., 1992),,

La NADH deshidrogenasa externa dona los electrones del NADH al complejo III vía

la poza de quinona, La respiración en presencia de NADH externo es insensible a

la rotenona (y a otros inhibidores del complejo I), es sensible a la antimicina y aí

mixotiazol (inhibidores del complejo ill), y las mitocondrias tienen una relación

ADP/O comparable al observado con el succinato (Home y col,, 2001),, Aunque

algunos flavonoides inhiben la oxidación del NADH externo, ninguno es específico

para estas deshidrogenasas; adicionalmente, en algunos casos desacoplan la

fosforilación oxidativa

En las mitocondrias de plantas la oxidación del NADH exógeno es estimulada por

diferentes cationes y tiene un requerimiento específico de concentraciones

micromolares de calcio, La oxidación del NADH puede ser inhibida por queiantes

como el EDTA, EGTA y el citrato..

Las mitocondrias de plantas también oxidan al NADPH, mostrando uíi

comportamiento frente a los inhibidores y una relación ADP/O similar al del NADH

externo.. Sin embargo, la oxidación del NADH y del NADPH difieren con respecto a

la sensibilidad a los queiantes y al mersalyl, lo cual sugiriere la presencia de dos

separadas deshidrogenasas, ambas localizadas en ía superficie externa de la

membrana interna,

Papel fisiológico de las NADH deshidrogenasas de la clase 2

En los organismos que tienen complejo I y que además presentan otra NADH-DH

interna, como E coli o Paracoccus denitrificans, el posible papel de la

deshidrogenasa alterna sería importante en situaciones de baja fuente de carbono

o bien cuando hay una cantidad muy baja de hierro en el medio, ya que en estas
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condiciones no hay síntesis del complejo I y la función la realizaría la NADH-DH

interna,, En otros hongos semejantes a N. crassa, en la levadura Candida utilis y

en las plantas, hay evidencias de que las mitocondrias oxidan el NADH en la

matriz y en el citoplasma y esta oxidación es insensible a rotenona, lo que sugiere

la presencia de las NADH-DHs externas e internas de la clase 2 Otro dato

interesante es que estos hongos, dependiendo del estado de crecimiento,

presentan ai complejo I o a la NADH-DH de la clase 2 En la fase logarítmica de

crecimiento tienen actividad de NADH-DH insensible a rotenona y la formación

parcial de los centros hierro y azufre del complejo I, y cuando está en la fase

estacionaria presentan una actividad de NADH deshidrogenasa que se inhibe con

rotenona (Cobley y col,, 1975),, Además, la secuencia de A/,, crassa predice un

dominio de unión a calcio, que es también identificado en una NADH-DH externa

de papa, sugiriendo que el calcio puede tener un papel regulador en ambas

proteínas, Cuando se cultivó a A/, crassa en medios con concentraciones

limitantes de hierro, se observó un decremento en la concentración de los

citocromos mítocondriales, con la pérdida del sitio I de fosforilación e insensibilidad

a la rotenona y a la piericidina (Cobley y col,, 1975),, Estos efectos fueron

revertidos al incubar las células con FeSCU en ausencia de una fuente adicional de

carbono (Cobley y col,,, 1975),

En el caso de algunas bacterias y de las levaduras que carecen del complejo I,

como Bacillus subtillis y S cerevisiae, la actividad de la deshidrogenasa interna

es esencial cuando se cultivan en sustratos respiratorios (Marres y col,, 1981),

En las NADH-DH externas, el papel fisiológico ha sido poco caracterizado, En S,

cerevisiae participan, junto con otros sistemas (la lanzadera del glicerol 3 fosfato,

la lanzadera de etanol-acetaldehído y la lanzadera de piruvato-malato), en la

oxidación del NADH citosóíico,, Mediante el uso de mutantes se evaluó que la

NDE1 tiene un papel importante en la oxidación del NADH ciosóiico, mientras que

no es evidente la participación de la proteína NDE2 (Luttik y col,, 1998 y Small y

col,, 1998), Es posible que una de las NADH-DH externa emplee NADPH en vez

de NADH como sustrato, Esto se apoya en reportes sobre la oxidación del NADPH

en partículas submitocondriales de S, cerevisiae (Djavadi, 1980). Además, se ha
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encontrado que las mitocondrias de otras levaduras, como S carlsbergensis y

Torulopsis utilis, oxidan al NADPH (Djavadi, 1980),

Es muy poco lo que se conoce acerca del papel fisiológico de las NADH

deshidrogenasas internas de las mitocondrias de plantas. Éstas tampoco

contribuyen en la fuerza protonmotriz y pueden liberar energía en forma de calor.

Las plantas termogénicas utilizan esta liberación de calor para propósitos

reproductivos (Cook-Johnson y col,,, 1999), Se ha sugerido también que estas

enzimas participan en la respuesta al estrés,, En los tejidos dañados por el frío o

en condiciones limitantes de nutrientes hay un incremento en la actividad de las

NADH deshidrogenasas alternas (Rychter, 1992),, También se encontró inducción

de las NADH-DHs durante el envejecimiento de las plantas (Day y col,,, 1986).. La

razón de la respuesta de esta proteína a varios tratamientos no es clara; sin

embargo, esto podría incrementar !a oxidación del NADH y actuar como un

mecanismo compensatorio para una cadena de transporte que está muy

comprometida,

En la tabla 2 se listan las NADH-DHs de la clase 2 que han sido aisladas de

diferentes fuentes y algunas de sus propiedades estructurales y cinéticas,,
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Tabla 2

Características de las NADH-DH aisladas de varios organismos

Organismo

Bacillus subtilis

Bacillus

caldotenax

Baciilus YN1

Escherichia coli

Baciilus

stearothermoph

iius

Thermus

thermophilus

Thermus

aquaticus

Sulfolobus

acidocaidarius

Photobacterium

phosphoreum

Haiobacteñum

cutirubrum

PM.

(kDá)

63

44

65

47

43

50

50

50

Grupo

Prostético

FAD

FAD

FAD

FAD

FAD

FMN

FAD

FAD

Estado de

Agregación

Dímero

Monómero

Monómero

Parámetros

Cinéticos
w 1 \ / 2

JVnapp V m a x

Difeniltretrazolio

=60 23 5

DCPIP= 8 50

Mena=60 600

Ferric¡anuro=420

34

KNADH=42 182

KDCIP= 61

K¡NADH=78 NAD

K ¡ O C I F = 1 2 7 N A D

Qi=5 9 106

Q2=2 3 190

DB=18 7 191

DCPIP=2O

195

KNADH= 12

KNAOH=47 30

KNADH~25,4

KDCPIP=30 0

•NNADH = 9 8

Mee.

cinético

Ping-

Pong

Ping-

pong

Ordenado

bi-bi

Referencia

(Bergsma,

1982)

(Kawada,

1981)

(Xu, 1985)

(Bjórlóf,

2000)

(Mains,

1980)

(Yagi,

1988)

(Walsh,

1983)

(Wakao,

1987)

(Imagawa,

1978)

(Hochstein

1975)

FALLA DE ORIGEN
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Sacharomyces

cerevisiae

(mitocondrias)

Arum

maculatum

(mitocondrias)
externas
coliflor

Beta vulgaris

(mitocondrias)
betabel

Yarrowia

lipolytica

(mítocondhas)
Solanum

tuberosum

(mitocondrias)
papa

Zymomonas

mobiiis

Synechocystis

53

78

65

32

40-55

43*

65,8

ext

55

int,,

65

ext,,

23

kDa

FAD

FAD

FAD

FAD

FAD

FAD Homodími-

ro

KNADH- 31

mitocondrias
UQi=44 11,1
DCPIP=100
33
Enzima pura
UQ!=18
DCPIP= 150

KNADH=15 79

KNADH= 66

KNADH=48 1200

KNADPH=12 940

Ping-

Pong

*Ping-

Pong

(De Vries

1988)

(Velázquez

2001)

(Cottingham

1984)

(Menz,

1996)

(Kerscher

1999)

(Rasmusson

1999)

(Kim, 1995)

(Matsuo,

1998)

(¡amoí min"1 mg"1)

JUSTIFICACIÓN

La NADH-DH interna tiene varias características que la hacen atractiva,, En primer

lugar, desde un punto de vista fisiológico, oxida al NADH que se produce en el

ciclo de Krebs y cede los electrones a la coenzima Q, Con esto, la oxidación del

NADH en la mitocondria de la levadura S cerevisiae se acopla a la síntesis de

ATP,, La importancia de esta enzima radica en que las mitocondrias de esta

levadura carecen de complejo I, por lo que dependiendo de ia fuente de carbono,
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la enzima resulta esencial para el crecimiento, En segundo lugar, desde un punto

de vista estructural, la enzima tiene varias propiedades interesantes: a) es una

proteína asociada a la membrana que aparentemente no presenta cruces

transmembranales; b) carece de cisteínas y tiene solamente 4 triptofanos, uno de

ellos localizado en la porción amino terminal y los tres restantes en el carboxilo

terminal; c) tiene homología con dos deshidrogenasas de bacteria,,

La caracterización se inició con el estudio cinético ya que este conocimiento es

fundamental para posteriores estudios estructurales,,

OBJETIVO GENERAL

Determinar las propiedades cinéticas de la NADH deshidrogenasa interna de la

mitocondria de Saccharomyces cerevisiae, caracterizar el estado de agregación

funcional y obtener su posible estructura secundaria y terciaria mediante

programas de predicción,

OBJETIVOS PARTICULARES

La purificación de la NADH-DH interna de las mitocondrias de Saccharomyces

cerevisiae, siguiendo la metodología reportada por de Vries y Grivell (1988),

La obtención del mecanismo cinético y de las constantes cinéticas mediante los

patrones de velocidad inicial y el empleo de inhibidores sin salida

La obtención de curvas de estabilidad a los diferentes valores de pH,

Estudio de la actividad de la NADH deshidrogenasa a diferentes valores de pH

para obtener los valores de pKa de los grupos implicados en la unión del sustrato y

en la catálisis,

La construcción de un modelo de la estructura secundaria y terciaria de la proteína

utilizando programas de predicción de estructura secundaria y de modelaje por

homología,
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La obtención de la masa molecular mediante electroforesis nativa, para conocer el

estado de agregación de la proteína,



MATERIALES

La resina de intercambio aniónico DEAE Bio-gel fue adquirida de Bio-Rad. La

sefarosa azul CL-6B fue comprada en Pharmacia, La nicotinamida adenín

dinucleótido reducido (NADH), el 2,6 diclorofenol indofenol (DCPIP), la adenosina

5 monofosfato (AMP), ia 2-fenil-4H-1-benzopiran~4-ona (flavona), e! 2-/V-

hidroxietilpiperazina-Af-2 ácido eíanosulfónico (HEPES), 2-A/-morfolino-ác¡do

etanosuifónico (MES), 3-/V- morfolino propanosuifónico (MOPS) y el íris-

hidroximetil- aminometano (TRiS-base) fueron de Sigma Chemical Co,, El Tritón X-

100 reducido fue de Aidrich Chemical Co.., y el Tritón X-100 grado proteínas fue

adquirido en Calbiochem. Las otras sustancias químicas utilizadas fueron de grado

analítico

MÉTODOS

Purificación de la enzima, La levadura S, cerevisiae que se usó en este trabajo fue

aislada de una cepa de la levadura comercial Azteca,, Las levaduras fueron

sembradas en placas de medio sólido y cultivadas en el medio líquido descrito por

de Kioet y col,, (1961), con glucosa y lactato como fuente de carbono, Las

mitocondrias se obtuvieron siguiendo la metodología reportada por Guérin y col,,

(1979), Éstas se almacenaron a -70°C, Las mitocondrias se resuspendieron en el

amortiguador A (Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6) a una concentración fina!

de 15 mg/ml, se sonicaron a baja potencia (4 pulsos de10 seg) y se centrifugaron

a 5000g por 20 minutos, El paquete mitocondrial se llevó a una concentración de

15 mg/ml en el amortiguador A añadiendo PMSF 1 mM y NaCI 200 mM, Las

proteínas se solubiiizaron con 0,18% de Tritón X-100 por 15 minutos, en agitación,,

La suspensión se centrifugó a 5000g por 40 minutos y el sobrenadante se dializó

toda la noche contra 20 volúmenes del amortiguador A con 0,02% de Tritón X-100,

El dializado se colocó en una columna de DEAE-Biogel y se lavó con 5 volúmenes

de ia columna con el amortiguador A más 0.05% de Tritón X-100. La proteína se

eluyó con un gradiente de NaCI de 0 a 250 mM Las fracciones con actividad se

dializaron contra 20 volúmenes del amortiguador A para disminuir la concentración

de sal El dializado se mezcló con la sefarosa azul CL-6B previamente equilibrada
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con MOPS-KOH 20 mM, EDTA 1 mM, 0,05% de Tritón X-100 de tal manera que la

actividad del sobrenadante disminuye al 90% y la resina se cargó a una columna y

la enzima se desprendió con un gradiente lineal de NaCI de 0,1-1 M,, Las

fracciones con actividad se colectaron y se almacenaron a -70°C, En estas

condiciones ia actividad enzimática se mantiene por varios meses,, La pureza de la

fracción con actividad se verificó por electroforesis en condiciones

desnaturalizantes (ver en resultados),

Determinación de la actividad enzimática, La actividad de la NADH

deshidrogenasa se determinó espectrofotométricamente, con un aparato de

arreglo de diodos Hewlett Packard modelo 8453, midiendo la oxidación del NADH

a 340 nm o la reducción del DCPIP a 600 nm, La actividad específica se calculó

con las siguientes absortividades molares: 6,2 mM"1 cm"1 para el NADH y 21 mM"1

cm"1 para el DCPIP, La mezcla de reacción contenía MOPS-KOH 20 mM, EDTA 1

mM y KCI 200 mM en un volumen final de 2 mi. La reacción se inició con la adición

de la enzima y las velocidades iniciales se obtuvieron a partir de la pendiente de

los primeros 10-20 segundos del cambio de absorbencia contra el tiempo,,

Actividad enzimática en presencia de inhibidores,, En un medio con el

amortiguador MOPS-KOH 20 mM, pH 7,0, se colocaron ambos sustratos, uno a

concentración fija y otro variable, y concentraciones variables del inhibidor (el

NAD\ el AMP o la flavona),, La reacción se inició añadiendo la enzima,, La

solución concentrada de flavona se hizo con DMSO,, Hasta una concentración de

0,1% no hay un efecto del DMSO en la reacción.

Determinación de proteína, La concentración de proteína se determinó por el

método de Lowry, 1951 o de Bradford, 1976,, En los experimentos con diferentes

detergentes, la concentración de proteína se determinó mediante la absorbencia a

280 nm en un medio que contenía 0,1% de SDS
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Análisis cinético. Las velocidades iniciales se obtuvieron a partir del cambio de

absorbancia contra tiempo, utilizando el programa Excel, Los resultados se

graficaron con el programa Sigma Plot y el ajuste global se realizó con el

programa Origin versión 4,1, Las ecuaciones empleadas para el ajuste de los

datos se obtuvieron de Segel, 1993,

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes,,

Durante el proceso de purificación, en cada uno de los pasos se determinó la

proteína, la actividad de la enzima y la composición polipeptídica mediante

electroforesis en condiciones desnaturalizantes, de acuerdo con lo reportado por

Laemmli, 1970,

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas,, Se empleó el

sistema amortiguador de MOPS-histidina, que mantiene el pH cercano a 7,0

durante la corrida a 4o C, Se hicieron dos tipos de geles: con una concentración

constante de acrilamida y con un gradiente de acrilamida de (3-15%), ambos con

una concentración de Tritón X-100 de 0,18% (McLellan, 1982),

Electroforesis nativa en geles azules, Se ha usado para aislar complejos proteicos

en membranas (Schágger, 1991) Este sistema trabaja a pH cercano a 7,5,, La

preparación mitocondrial fue solubilizada con n-dodecil p-D-maltósido al 1% y 0,75

M de ácido aminocapróico, Después de 30 minutos se centrífugo a 100,000gf y al

sobrenadante se le anadie el azul Serva G,, Ei colorante sirve para darle a la

proteína carga y el ácido capróico para solubilizar a las proteínas de membrana

La eletroforesis fue corrida en frío a 100 V hasta el inició deí gel separador se

aumentó a 200 V,. La corrida fue de aproximadamente de 6 h, Las bandas de

proteína fueron teñidas durante la corrida,

Ensayo de la actividad en geles nativos, Los geles se lavaron con 50 mi de TRIS-

HCI 0 05 M a pH 7 0 durante 1 h, a temperatura ambiente, se reemplazó el

amortiguador y se añadió nuevo con 1 mM de NADH y 0,24 mM de MTT, La
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reacción se lleva a cabo en la oscuridad y la aparición de las bandas ocurre en los

primeros 15 minutos (Venugopal y Adiga 1980),,

Estructura secundaria de la proteína, Mediante varios programas de predicción de

estructura secundaria: Predator (Frishman y Argos, 1997), Phdseq (Rost y

Sander, 1994), Psspseq, Sspredicseq, Nnsp.seq, Método de Gibrat (Gibrat y

col,,,1987), Método de Levin (Levin y col,, 1986), Método de DPM (Deléage y

Roux, 1987) SOPMA predict (Geourjon y Deleage, 1995) se determinó la

estructura secundaria consenso de la enzima (ver resultados),

Modelaje de la estructura terciaria,, La tripanotioi reductasa de Trypanosoma cruzi

(1BZL A) y la dihidrolipoamida deshidrogenasa de Pseudomonas putida (1LVL) se

escogieron para predecir ia estructura terciaria de la NADH-DH interna,. Primero se

utilizó el programa Blast (Aitschul y col,, 1997) para el alineamiento de las

secuencias y luego el Swiss-Model para realizar el modelaje por homología

(Peitsch,1995 y Guex, 1999), El resultado del modelaje fue visualizado con el

programa Rasmol,
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Purificación de ia NADH-deshidrogenasa., No obstante contar con una

metodología que describe ia purificación de la NADH-DH interna, en nuestras

manos se logró sólo una purificación parcial de la enzima. Una de las principales

dificultades fue la baja abundancia de la NADH-DH interna en la mitocondria, fue

menos del 0,1% del total de las proteínas, Por otro lado, la cepa de S, cerevisiae

con la que se trabajó rinde un promedio de 3 mg de mitocondrias por gramo de

levadura, mientras que el grupo que reportó la purificación (de Vries y Grivell,

1988) usando una cepa comercial de S, cerevisiae, obtuvo un rendimiento de 27

mg por gramo de levadura,, Este último valor es nueve veces más grande que el

nuestro y que el rendimiento reportado para otras especies de levaduras (Guérin y

col., 1979),

La presencia de por lo menos dos NADH-DHs externas, con propiedades similares

a las de ia NADH-DH interna, añaden complicaciones al momento de seguir a la

proteína por actividad,, La sonicación a baja potencia elimina a las proteínas

solubles y libera parcialmente a las NADH-DHs externas,. La solubilización con el

detergente Tritón X-100 a bajas concentraciones (0,18%) y con alta fuerza iónica

(200 mM de NaCI) liberó sólo un 30% de la actividad y en el precipitado quedó una

fracción de enzimas unidas a la membrana,, Este patrón persistió al incrementar la

concentración de detergente o la fuerza iónica,, Se intentó sustituir al Tritón X-100

por otro detergente, ya que debido a su baja CMC, éste no puede ser dializado y

cuando se concentró la muestra se incrementó su concentración, la cual no se

redujo usando extractil-Gel o perlas de Bio-Rad (Holloway, 1973, y Lévy y

col,1990),, Otros detergentes como el CHAPS, el Zwittergen 3-14 y el DOC

solubilizaron a la proteína a concentraciones de 0,5% (p/p) Un 70% de la proteína

se liberó al sobrenadante con los dos primeros detergentes, mientras que el DOC

fue menos efectivo, Sin embargo, esta mayor solubilización de la NADH-DH

interna se acompaño de una mayor contaminación por otras proteínas, entre las

cuales están las NADH-DHs externas, que co-purifican con la NADH-DH interna,,

La NADH-DH interna solubilizada con Tritón X-100 se dializó para eliminar el

exceso de sal y se incorporó a una columna de intercambio aniónico, La enzima
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se eluyó con un gradiente de NaCl, a una concentración de 100-150 mM,. A pesar

de que el punto isoeléctrico teórico para esta enzima es de 9,67, se retuvo en la

columna de intercambio aniónico (a pH de 7,6 la proteína debería tener carga

positiva y salir en ei lavado), Cuando se usó un ¡ntercambiador catiónico, la

proteína también se retuvo en la columna,, Estos resultados sugieren que el Tritón

X-100 pudiera estar formando micelas (Mr = 90,000) que incorporan a otras

proteínas junto con ia enzima, y la mezcla de estas proteínas es la que finalmente

determinan la unión a la resina. Esta interpretación puede apoyarse en el reporte

reciente de Grandier-Vazeille y col,, (2001), en donde se demostró la presencia de

complejos supramoleculares formados por varias deshidrogenasas en la

membrana interna mitocondrial de S cerevisiae, lo cual sugiere que la proteína

con baja concentración de detergente es capaz de liberarse de la membrana junto

con otras proteínas de ese gran complejo,

Las fracciones con actividad fueron aplicadas en "baten" a la sefarosa azul. Se

determinó en cada caso la cantidad de resina que une al 90% de la actividad, La

proteína se unió bien a la resina y se logró una buena separación de otras

proteínas; sin embargo, se recuperó solamente et 10% de la actividad con un

gradiente de NaC!,, Un gradiente de NADH no liberó a la proteína de la resina,. Esta

pérdida en la actividad también se presentó en la purificación reportada; sin

embargo la recuperación fue del 45% al salir de la resina (de Vries y Grivell,

1988), Esta pérdida de la actividad se pudo deber a alguna de las siguientes

posibilidades: a) a ia inactivación de la enzima por la pérdida de su cofactor, el

FAD; b) a que la sefarona azul ocasione un cambio conformacional irreversible de

la enzima que deterioró su actividad catalítica o c) a que se haya quedado retenida

en la columna, ya que no hubo recuperación completa de la proteína, El empleo

de otras resinas de afinidad como la adenosina 5 monofosfato-agarosa y la

nicotinamida adenina dinucleótido-agarosa, no dieron resultados positivos, ya que

la enzima se unió débilmente,
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En la figura 6 A y 6 B se muestran los perfiles de actividad y concentración de

proteína en la cromatografía con DEAE-Biogel y con sefarosa azul CL-40,

respectivamente, En la cromatografía de intercambio iónico se observan dos picos

de actividad, e! primero y de mayor tamaño sale con una baja concentración de sal

y con poca proteína contaminante, mientras que el segundo pico sale con gran

cantidad de proteína asociada (Fig 6A),, Las fracciones con actividad del primer

pico se utilizaron para la cromatografía de afinidad, y la proteína se liberó con un

gradiente de NaCí (Fig, 6 B), La proteína salió en un pico ancho a todo lo largo del

gradiente de NaCi y se colectaron las fracciones con actividad, Los resultados de

la purificación se encuentran resumidos en la tabla 3,
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Figura 6,, A Cromatografía de intercambio aniónico {DEAE-Biogel).. B Cromatografía de

afinidad (sefarosa azul CL-6B) Las fracciones colectadas se les determinó proteína (•) y

actividad (o), El gradiente de NaCI en la cromatografía de intercambio aniónico fue de 0-

250 mM y con la resina de afinidad de 100 mM a 1M (-—)
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Tabla 3. Purificación de la NADH:Q6 oxidorreductasa de S,, cerevísiae

Fracción

Mitocondrias

SNi

Pi

Pi tratado

SN2

DEAE-Biogel

Sefarosa azul

Proteína

(mg)

765,0

205,7

435,0

434.2

83,8

12,2

0,66

Actividad

total •

412,5

132,0

367 1

559,0

132,0

119,0

14,9

Actividad

específica*

0,54

0,64

0,84

1.28

1,57

9,75

22,60

Purificación

1,0

1,1

1,5

2.4

2,9

18,1

41,9

Rendimiento

100

89

135

32

29

3,6

NADH mg"1 min"1 SN^sobrenadante 1, Pí-precipitado 1, Pi tratado= solubilizado con
detergente, SN2= sobrenadante 2

En la figura 7 se muestra un gel de poliacrilamida, tipo Laemmü, en condiciones

desnaturalizantes y con tinción con plata, de la fracción que sale de la resina azul,

kDa

53

j^*..#.'ih.-Mi

116
97 4

66

45

29

Figura 7 Gel de poliacrilamida tipo Laemmli en condiciones desnaturalizantes y teñido
con plata, Composición polipeptídica de la preparación parcialmente purificada de la
NADH-DH interna, En el carril, 1 está la preparación que salió de la columna sefarosa azul
(1 \¿g de proteína) la cual consiste en una banda mayoritaria de 53 kDa y algunas bandas
de proteínas de bajo peso molecular En el carril 2, están los marcadores de peso
molecular,
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Patrones de la velocidad inicial. La obtención de la mayoría de los parámetros

cinéticos se realizó con la enzima que salió de la resina azul, mientras que en los

experimentos de pH se usó la preparación menos pura que salió de la columna de

DEAE-biogel, ya que no se logró disminuir la pérdida de la actividad en !a resina

azul,

La enzima (1,5 ug/ml) fue incubada a pH 7,0 y a 25°C con diferentes

concentraciones de NADH y de DCPIP, Las ventajas de usar DCPIP son: su

solubilidad, una elevada absortividad molar y la desaparición de color en la forma

reducida,, En la figura 8 A y 8 B se muestra la dependencia del inverso de la

velocidad con respecto al recíproco de la concentración de sustrato,,

En la gráfica directa se encontró que la enzima sigue una cinética Michaeliana con

respecto a la concentración de sustratos y en la gráfica de la doble recíproca se

observaron líneas paralelas a bajas concentraciones de sustrato,, Con altas

concentraciones, los puntos se desplazan hacia arriba, indicando que existe una

inhibición por sustrato,, Cuando la concentración dei sustrato fijo se incrementó, la

inhibición por el sustrato desaparece y la enzima sigue una cinética de Michaelis-

Menten,, La gráfica del recíproco de la Vmax en contra del recíproco de ía

concentración dei sustrato sigue una relación lineal,, Para ei ajuste de los puntos

se trabajó con la siguiente ecuación y se obtuvo el valor de las constantes

cinéticas por medio de un análisis de regresión no lineal,

v= Vmax*A*B/ [KNADH*B (1+B/K¡(DCPIP))+ KDCPIP*A (1+A/KÍ(NADH>)
 +A*B] [1]

La expresión matemática describe un mecanismo de tipo ping-pong bi-bi con

inhibición por sustrato, en donde A es el NADH, B es el DCPIP, KNADH y KDCPIP son

las constantes de Michaelis para el NADH y el DCPIP respectivamente, Vmax la

velocidad máxima, y la K¡(NADH) y la KDCPIP) las constantes de inhibición para el

NADH y el DCPIP respectivamente,, Como se muestra en las figuras 8 A y 8 B, el

modelo ajusta los datos razonablemente bien, de tal manera que hay una gran

concordancia de los datos experimentales con la curva teórica, lo cual se refleja en

una pequeña desviación estándar asociada a los valores de las Km y Vmax (tabla
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4),, La enzima presenta una baja Km para ambos sustratos (KNADH = 9 4 ± 1.0 \xU y

KDCPIP = 6.2 ± 0 8 |iM).. Debido a las altas afinidades por los sustratos, la ventana

para variar e! sustrato en el intervalo de bajas concentraciones fue pequeño;

además, a muy bajas concentraciones del sustrato fijo el efecto de la inhibición por

sustrato fue más evidente, A pesar de estos factores, el error asociado a la

determinación de la Km fue pequeño,, En contraste, las constantes de inhibición

para ambos sustratos presentan desviaciones estándar altas (tabla 4), debido a

que no se utilizaron en el estudio concentraciones por arriba de 50
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Figura 8., Efecto del NADH y del DCPIP sobre la velocidad inicial de la NADH-DH interna
de la mitocondria de S, cerevisiae La preparación enzimática (1,5 ^g/ml) fue incubada en
20 mM de amortiguador MOPS-KOH, pH 7,0 como se describió en la sección anterior, A)
Gráfica de doble recíprocos de la velocidad inicial contra diferentes concentraciones de
NADH como sustrato variable Las concentraciones fijas de DCPIP fueron las siguientes:
•2..5.T5, aiO.415, A 3 0 mM, B) Gráfica de doble recíprocos de la velocidad inicial con
DCPIP como sustrato variable, Las concentraciones fijas de NADH fueron «2,5, T5,
•10,*15y A30mM
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Tabla 4 Constantes cinéticas aparentes para la NADH-DH interna

Parámetros

Vmax

KNADH

KDCPIP

K¡(NADH)

Kj(DCPIP-ox)

Kj(DCPIP-red)

Constantes cinéticas

83,6 ± 4,6 jamol min"1mg"1

9.4 ± 1,0 (aM

6,2 ± 0.8 \M

52.5 +28..8 ̂ M

115,2 ± 70,3 JAM

14,1 ±1.3)Jv1

Efectos cinéticos de los inhibidores sin salida y de ios productos, Aunque en

la gráfica de dobles recíprocas se hayan obtenido líneas paralelas, lo que sugiere

como muy posible que se trata de un mecanismo tipo ping-pong, el cual se

muestra en el siguiente esquema:

A (NADH) P (NAD+) B (DCPIPox) Q(DCPIPred)
A

(EA ^ FP) (FB ^ EG)

deben tomarse en cuenta otros posibles mecanismos, Por ejemplo, en un

mecanismo ordenado bi-bi, si ia constante de disociación del primer sustrato es

más pequeña que la constante de Michaelis (un primer sustrato "pegajoso"), se

producirán líneas paralelas en los dobles recíprocos (Segel, 1993). Para

discriminar entre estos dos mecanismos, se decidió estudiar la inhibición de la

actividad enzimática por los productos o por inhibidores reversibles sin salida

(anexo A), Estos análisis dan información adicional para la determinación del

mecanismo cinético,, Se inició con el uso de los productos de la reacción, el NAD+

y el DCPIP reducido,, El NAD+ no inhibió la actividad de la enzima, incluso a

concentraciones de 10 mM, mientras que fue difícil trabajar con el DCPIP reducido

(datos que no se muestran),, Por ésto, se decidió estudiar la inhibición por AMP, el

cual es un inhibidor reversible sin salida, A diferencia del NAD+ y del DCPIP

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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reducido, el AMP se comportó como un inhibidor lineal competitivo respecto al

NADH, (K¡ = 5.5 ± 0,6 mM, figura 9 A y tabla 5) y lineal acompetitivo con respecto

al DCPIP oxidado (K¡ = 115 ± 0,7 mM, figura 9 B y tabla 5). Las gráficas del

inverso de la Vmax y de la Vmax/Km contra la concentración de AMP dan una línea

recta, indicando una inhibición lineal,, Estos patrones de inhibición ratifican que el

mecanismo cinético de esta NADH-DH es de tipo ping-pong,

Para obtener la constante de inhibición de! DCPIP reducido se analizó el curso

temporal de la formación de producto y se analizaron ios datos con la ecuación

integrada del mecanismo de ping-pong (Boeker, 1984),, Puesto que el NAD+ no

afectó la actividad de la enzima, la inhibición observada se asoció con el segundo

producto, el DCPIP reducido,, La enzima se incubó en presencia de diferentes

concentraciones de NADH y de DCPIP oxidado y la reacción se siguió durante 56

segundos (Fig 10),, Por análisis de regresión no lineal, los datos se ajustaron a la

ecuación integrada del mecanismo ping-pong, usando los programas de

computación DNRP53 y AGIRÉ ( Duggleby, 1984 y Duggieby y Wood, 1989),, Para

el análisis global de las velocidades iniciales se usó la ecuación del mecanismo

ping-pong bi-bi sin inhibición por sustrato,

v = Vmax*A*B/ [KDCPIP*A + KNADH*B + A*B] [2]

y se obtuvieron los siguientes valores: una KNADH de 14,5 ± 1,7 jxM, una KDCPIP de

9,6 ±1,1 \iM y una Vmax de 9,0 ± 0,7 jaM mg"1 min"1, El análisis de! curso temporal

de la formación de producto dio esencialmente los mismos resultados: una KNADH

de 14,2 ± 0,4 ^M, una KDCp\p de 9,1 ± 0,3 ^M, una Vmax de 9,3 ± 0,3 JIM min'1 mg"1,

y una constante de inhibición del DCPIP reducido de 14,1 ±1.3 fiM (tabla 4),. Como

se muestra en la figura 10, hay un buen ajuste entre los datos experimentales y las

curvas teóricas, Esta aproximación nos permitió obtener la constante de inhibición

por el segundo producto, el DCPIP reducido,
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Figura 9, Inhibición de la NADH-DH por AMP a concentraciones variables de NADH o
DCPIP La preparación enzimática {1 5 jag/ml) fue incubada en 20 mM de amortiguador
MOPS-KOH, pH 7,0, en presencia de concentraciones variables de AMP y NADH en una
concentración fija de DCPIP (30 fiM) o en presencia de concentraciones variables de AMP
y DCPIP a una concentración fija de NADH (30 ¡JM), Las concentraciones de NADH y
DCPIP fueron 5, 10, 15, 30 y 50 \xW\ y las concentraciones para el AMP fueron de »0, • 5,
A10, T20; y 440 mM A) La gráfica de las dobles recíprocas de la velocidad inicial con el
NADH como sustrato variable, B) La gráfica de las dobles recíprocas de la velocidad
inicial con el DCPIP como sustrato variable
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Figura 10.. Curso temporal cié la formación de producto por la NADH-DH interna, La
preparación enzirnática (3p,g/m!) fue incubada en presencia de diferentes concentraciones
de NADH (2.5, 5, 10, 15 y 30 MM) y DCPIP (3, 6, 11, 16 y 21 jiM) en 20 mM de
amortiguador MOPS-KOH, pH 7,0, a 2é°C, y la reacción se continuó por 56 segundos La
reacción se inició con la adición de la enzima y se registró el decremento en absorbencia
a600nm

Inhibición por flavona. Se ha reportado que ía flavona es un inhibidor específico

de la NADH-DH interna insensible a rotenona de la mitocondria de S cerevisiae

(de Vries y Grivell, 1988),, La mayoría de los estudios de inhibición por flavona

fueron hechos en miíocondrías completas y esta inhibición no estaba

completamente caracterizada,

Figura 11. Estructura química de flavona

TESIS con
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Por esto, se obtuvieron los patrones de inhibición variando tanto los sustratos

como el inhibidor, Primero, !a enzima se incubó en presencia de concentraciones

saturantes de NADH o DCPIP y diferentes concentraciones de flavona,, Como se

puede ver en la figura 12, la flavona es un potente inhibidor de la NADH-DH

interna que, a concentraciones micromolares, disminuye la actividad de ia enzima,,

Además, se observa que ia enzima presenta una actividad remanente a

concentraciones saturantes del inhibidor, indicando una inhibición parcial Los

datos fueron ajustados con la siguiente ecuación,

Vmax*(1 + P*[l]/K¡¡)

v= [3]

derivada de la ecuación 5 (Pág,, 49), Esta ecuación describe la inhibición parcial

por flavona a concentraciones saturantes de ambos sustratos,. K» corresponde a la

constante de inhibición aparente en el intercepto y p*Vmax la velocidad máxima a

concentraciones saturantes del inhibidor, La doble recíproca de la ecuación 3,

K¡¡

[4]
(Vmax - v) Vmax*(1-p) Vmax*(1-p)*[l]

muestra que hay una relación lineal entre ei recíproco de la (Vmax-v) y el recíproco

de la concentración del inhibidor (inserto en la figura 12), La K¡¡ puede obtenerse

del intercepto en el eje de las X y p en la pendiente, La figura 11 muestra que la

flavona inhibe a ia enzima con una K¡¡ de 3,7 ±0,5 fiM, dejando una actividad

parcial del 20% a concentraciones saturantes del inhibidor (p= 0,23 ±0,03)
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Figura 12.. Efecto de la flavona sobre la actividad de la NADH-DH interna en la
mitocondria de S cerevisiae La preparación enzimática (1.5 p.gfm\) fue incubada en 20
mM de amortiguador MOPS-KOH, pH 7,0, 30 ^M de NADH, 30 fiM de DCPIP, a las
concentraciones indicadas de flavona, En el inserto se gráfica 1/(Vmax-v) contra el inverso
de la concentración de flavona

Para conocer el mecanismo cinético de la inhibición por flavona, la enzima se

incubó con diferentes concentraciones de flavona, a diferentes concentraciones

fijas de NADH o DCPIP y concentraciones constantes del otro sustrato,, Las figuras

13 A y 14 A muestran los patrones de inhibición producidos por flavona, Como se

puede ver, en las gráficas de los dobles recíprocos se obtienen líneas rectas para

ambos sustratos, pero las gráficas del intercepto y la pendiente fueron

hiperbólicas, indicando una inhibición parcial (Fig, 13 B y 14B) Los patrones de

inhibición con NADH como sustrato variable muestran una familia de líneas

paralelas, que está de acuerdo con una inhibición acompetitiva hiperbólica,
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Figura 13, Inhibición de la NADH-DH interna por flavona a diferentes concentraciones de
NADH, La preparación enzimática (1.5 fig/ml) fue incubada en 20 mM de amortiguador
MOPS-KOH, pH 7 0, en presencia de variables concentraciones de NADH (5, 10, 15, 30 y
50 \M) y flavona (»0, • 5, 410, A15, y #30 \M), La concentración fija de DCPIP fue de
30 î M A) La gráfica de las dobles recíprocas de la velocidad inicial con NADH como
sustrato variable B) La gráfica de 1/Vmaxap contra la concentración de flavona,
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Figura 14.. Inhibición de la NADH-DH interna porflavona a diferentes concentraciones de
DCPIP, La preparación enzimática (1 5 jag/ml) fue incubada en 20 mM de amortiguador
MOPS-KOH, pH 7,0, en presencia de variables concentraciones de DCPIP {5, 10, 15, 30 y
50 JAM) y flavona (• 0, «2,5, 4 5, A10, • 15, y • 30 ^M) La concentración fija de NADH
fue de 30 ^M A) La gráfica de las dobles recíprocas de ía velocidad inicial con DCPIP
como sustrato variable B) La gráfica de 1A/maxaP contra la concentración de flavona,
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Por otro lado, se encuentra una familia de líneas intersectantes cuando el DCPIP

oxidado fue el sustrato variable, indicando una inhibición no competitiva

hiperbólica, Los resultados sugieren que la flavona puede ¡nteractuar con dos

formas de la enzima, F y F-DCPIP, resultando en la producción de un complejo

binario F-flavona y un complejo ternario F-DCPIP-flavona, Además, los resultados

sugieren que el compiejo ternario F-DCPIP-flavona cataliza la reducción del

DCPIP, aunque con baja eficiencia, Los valores de K¡¡ (5,4 ± 0,6 ]xM), K¡s (7,1

±1.1 jiM), y p (0,11 ±0,02) se obtuvieron por medio de un ajuste global de los

datos en las figuras 12 Ay 13 A a la siguiente ecuación,

Vmax*(1+P*[l]/K¡¡)*[Ar[B]

v = [5]

Kb*[A]+KNADH*[B]+[A]*[B]+KDcPiP*[A]*[l]/Kis+KNADH*P*[B]*[l]/K¡¡+[A]*[B]*[l]/K¡¡

en donde Vmax, KNAOH, y KDCPIP fueron previamente definidas, pVmax representa la

velocidad máxima a concentraciones saturantes del inhibidor, y K¡¡ y K¡s

corresponden a la constante de inhibición aparente del intercepto y la pendiente

respectivamente. La tabla 5 resume el tipo de inhibición y los valores de las

constantes de inhibición por AMP y flavona,

Tabla 5, Tipos de inhibición y constantes cinética de inhibición aparente de la

NADH-DH interna por AMP y flavona

Inhibidor

AMP

AMP

Flavona

Flavona

Sustrato

variable

NADH

DCPIP

NADH

DCPIP

Sustrato fijo

DCPIP

NADH

DCPIP

NADH

Tipo de

inhibición

Lineal, IC

Lineal, IA

Hiperbólico, IA

Hiperbólico, IN

K¡(±6)

5,5 + 0,6 mM

11,5 ± 0.7 mM

5,4+ 0,6 ^iM

7.1 ± 1,1 ÍXM

Nota: IC inhibición competitiva, IA inhibición acompetitiva, IN inhibición no competitiva,
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Efecto del pH en la estabilidad de la NADH-DH interna, Un importante paso

en el análisis del comportamiento de los parámetros cinéticos con el pH es

determinar la estabilidad de ia enzima a diferentes valores de pH,, En este sentido,

algunos cambios en la actividad podrían ser debidos a la inactivación irreversible

de la enzima dependiente de pH,, La estabilidad de la enzima se examinó por dos

diferentes procedimientos,. En el primero, la enzima (3 u,g/ml) se preincubó al pH

deseado en ausencia o presencia de NADH, a 25°C, en 20 mM de amortiguador,

A los tiempos indicados se tomó una alícuota de 80 u.i y se diluyó en 1 mi deí

amortiguador estándar (20 mM MOPS-KOH, pH 7 0, 200 mM KCI), Para medir la

actividad se añadieron concentraciones saturantes de NADH y DCPIP (Fig, 15).
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Figura 15,, Efecto del pH en la estabilidad de la NADH-DH interna en presencia de NADH,
La preparación enzimática {3 j^g/ml) fue incubada en 20 mM en alguno de los diferentes
amortiguadores MES-KOH, pH 5,0 y 6 0, MOPS-KOH, pH 7.0, o HEPES-KOH, pH 8 0 y
9,0 en presencia de 100 JÍM de NADH, A los tiempos indicados se tomó una alícuota de
80 \x\ y se diluyó en 1 mi del amortiguador estándar (20 mM MOPS-KOH, pH 7,0, 200 mM
KCI) y se añadieron concentraciones saturantes de NADH y DCPIP para medir la
actividad,
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El segundo procedimiento se basó en el método descrito por Selwyn, 1965, La

enzima (1,5-375 ¡ag/ml) se añadió a una solución con 50 jaM de NADH, 40 |aM de

DCPiP, 20 mM de amortiguador ajustado al pH deseado y 200 mM de KCI. El

curso temporal de la formación de producto se midió y los datos se graficaron

como se muestra en la figura 16, Este método tiene ia ventaja de que mide ia

estabilidad de la enzima en condiciones catalíticas, en presencia de los sustratos y

a baja concentración de proteína, Los resultados muestran que la enzima libre y el

complejo binario E-NADH son muy estables en el intervalo de pH de 5,5 a 8,0,

manteniendo la actividad inicial después de 10 minutos de incubación,, En la figura

16 se muestra que la enzima es estable a bajas concentraciones de proteína y en

presencia de ambos sustratos,, La estabilidad máxima se observó a pH de 5,0 y

6,5, en donde ambas curvas (20 y 50 jal de enzima) son perfectamente

superponibles, indican que no hay pérdida de actividad,, Por otro lado, se encontró

una inactivación marginal a pH de 8,5, Estos resultados indican que la enzima es

estable en el tiempo que se usó para la determinación de la velocidad inicial,,
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Figura 16., Efecto del pH en la estabilidad de la NADH-DH interna, La preparación
enzimática a dos concentraciones diferentes («1 5 ; o 3 mg/ml ) fue incubada en 20 mM
en alguno de los diferentes amortiguadores MES-KOH, pH 5,5, MOPS-KOH, pH 6,5, o
HEPES-KOH, pH 8.5 en presencia de 50 mM de NADH y 40 mM de DCPIP.. La reacción
fue iniciada con la adición de la enzima y se midió el decremento en absorbencia a 600
nm por 5 minutos

Efecto del pH sobre los parámetros cinéticos de la NADH-DH interna, Para

obtener el perfil de los parámetros cinéticos y adquirir información acerca de los
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grupos catalíticos importantes, la enzima (1,5-3,0 jag) se incubó en 20 mM "de

amortiguador, en presencia de concentraciones variables de NADH y de DCPIP, a

los valores de pH indicados,, Para la caracterización se trabajó en un intervalo de

pH de 5,5 a 8,0, ya que la enzima es estable en este intervalo,, Por medio de

análisis de regresión no lineal, utilizando la ecuación [2], se obtuvieron los valores

de Vmax , KNADH, KDCPIP Para obtener los valores de pKa de los grupos involucrados

en los procesos de catálisis y de unión de los sustratos, se utilizaron las siguientes

ecuaciones:

Vmax ap = [6]

1+10-pH+pKes1+10-pKes2+pH

donde:

pKesi y pKeS2 son los logaritmos negativos de las constantes de disociación de los grupos

involucrados en la catálisis,

v

donde:

pKei y pKe2 son los logaritmos negativos de las constantes de disociación de los grupos

involucrados en la unión de los sustratos,

El perfil del pH en ia Vm a x muestra dos grupos con un pKa de 5,3 ± 0.2 en la rama

acida y un pKa de 7,2 ± 0,1 en !a rama alcalina (Fig 17),, Por otro lado, los perfiles

Vmax/KNADH y de Vmax/KDcpip muestran un pKa de 5,4 ±0,2 en la rama acida y un

pKa de 8,1 ± 0,1 2 en la rama alcalina,,
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Figura 17,, Efecto del pH sobre la actividad de la NADH-DH interna, La preparación
enzimática (1,5 -3 ng/ml) fue incubada a diferentes valores de pH en 20 mM de los
siguientes amortiguadores: MES-KOH, pH 5,0-6 5, MOPS-KOH, pH 6,5-7,5, o HEPES-
KOH, pH 7 5-8,5 en presencia de concentraciones variables de o NADH y • DCPIP Los

valores de Vmax y Vmax/Km fueron obtenidos por análisis no lineal de los datos usando la
ecuación [1]



RESULTADOS 55

Determinación de la estructura secundaria y un modelo de la estructura

terciaria, Al inicio del trabajo con la NADH-DH interna únicamente se contaba con

dos secuencias homologas de origen bacteriano: la de Escherichia coli y la de

Haemophilus influenzae,, Estas secuencias tienen una identidad baja (22,2%) con

la de la NADH-DH interna, pero la identidad es mayor entre ellas (40%),, Se tenía

una comparación estructural de la NADH-DH interna con la de £, coli (de Vries y

coi,,, 1992),, Estas dos NADH-DH tienen en común que catalizan el mismo tipo de

reacción de oxidorreducción, contienen el mismo grupo prostético (FAD) y ambas

se encuentran en la membrana,, La similitud entre estas dos NADH-DH es mayor

en los primeros 400 residuos, mientras que en la región carboxilo terminal no se

logró un alineamiento único,, Presentan una estructura pap involucrada en la unión

de nucleótidos,, La enzima de E, coli podría haber presentado un evento de

duplicación génica, ya que hay una alta identidad entre los residuos 1-165 y los

residuos 166-331,, Este evento no es evidente en la secuencia de la enzima de la

levadura. Por otro lado, ninguna proteína de este grupo se ha cristalizado y la

similitud con alguna proteína relacionada no era mayor del 15 %,.

Usando varios de los programas de predicción de estructura secundaria se

determinó que la NADH-DH interna pertenece a la familia a/p con porcentajes

probables de estructura a de 41,5%, de estructura p de 17% y de giros de 41.5%.

Dos regiones con los sitios que une a nucleótidos (tríada de aminoácidos), son

predichas como regiones hidrofóbicas (Fig, 18),, Los residuos de la parte carboxilo

no se encontró una buena identidad con la lipoamida cristalizada,, Los residuos 52-

76 están interrumpidos por la Arg 59, además de tener un gran contenido de

prolinas que hacen improbable que se plieguen como una a-hélice

transmembranal. La primera región (26-47) también es relativamente hidrofóbica,

es un segmento corto que presenta varios aminoácidos cargados y que se predice

como el sitio que fija el FAD,,
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1 10 20 30 40 50 60 70 80

I I I I I I I I I
STGVENSGAGPTSFKTMKVIDPQHSDKPNVLILGSGWGAISFLKHIDTKKYNVSIISPR SYFIFIPLLPSA

EEEEE EEEE HHHHHH EEEEE
EEE—BHHHHHHHHHHHHHT—EEEEESS-SBHHHHHHTHHHHHHHHHHH

. LIIGGGPGGYVAAIRAGQLGIPTVLVEGQALGGTCLNIGCIPSKALIHVA

90 100 110 120 130 140 150 160

PVGIVDEK SIIEPIVNFALKKKGNVIYY-EAEATSINPDRNTVT IKSLSAVSQLYQPEN
HH HHHHHHHHHHHHHH—EEEE EE EE HHHH

HHHHHHHHTTS—Tr— HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTT-EEEES-EEE-BÍTEEEE
EQHHQASRFTEPSPLGISVASPRLDIGQSVAWKDGIVDRLTTGVAALLKKHGVKWHGWAKVLDGKQVEV

170 180 190 200 210 220 230 240

HLGLHQAEPAEIKYDYLISAVGAEPNTFGIPGVTDYGHFLKEIPNSLEIRRTE'AANLEKANLLPKGDPERRRLLSIWVG
HHHHHHH EEEEEE HHHHH HHHHHHHHHHHHHH HHEEEEEEE-
TTEEEE-SEEEE EEE—BIT B—BTTEE-HHHHTT-SS S EEEEE-
DGQRIQCEHLLLATGSSSVELPM LPLGGPVISSTEALAPKALP—Q HLVWG

250 260 270 280 290 300 310 320

GGPTGVEAAGELQDYVHQDLRKELPALAEEVQIHLVEALPIVLNMEEKKLSSYAQSH-LENTSIKVHLRTAVAKVEEKQL
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH EEHHHHHHHHHHHHHH

-SHHHHHHHHHHHHHT EEEEEESSSSSSTTS-HHHHHTHHHHHHHHT—EEEES-EE-EE-SS—
GGYIGLELGIAYRKLG AQVSWEARERILPIYDSELTAPVAESLKKLG-IALHLGHSVEGYENGC-

330 340 350 360 370 380 390 400

LAKTKHEDGKITEETIPYGTLIWATGNKARPVITDLEKKIP-EQNSSKRGLAVNDELQVKGSNNIEAIGDNAFAGLPPTA
HHHH EE EEEE HHHHHHHHH EEE—HHHH EEEE HH
—EEEE-TTS—-EE—S-EEE-—EEE -SSSSGGGS EET-TEE—-TT-B-- SSTTEEE-GGGG— SS—H

LLANDGKGGQLRLEADRVLVAVGRRPR TKGFNLECLDLKMNG-AAIAIDERCQT-SMHNVWAIGDVAG-EPMLA

Figura 18. Predicción de estructura secundaria de la NADH-DH interna De la
comparación de siete programas de predicción de estructura secundaria, se obtuvo una
secuencia consenso que se encuentra debajo de la secuencia de la proteína madura,, En
rojo se encuentra la estructura secundaria de la dihidrolipoamida deshidrogenasa
cristalizada de Pseudomonas putida La línea final es la secuencia de aminoácidos de la
lipoamida Las regiones predichas como segmentos hidrofóbicos de la proteína se
encuentran en color (residuos hidrofóbicos y sin carga: verdes, carga negativa: rojos y
carga positiva: azules),, Las glicinas involucradas en la unión de nucleótidos en color rosa,,
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Se reportó la comparación de siete NADH:ubiquinol oxidorreductasas (Yarrowia

lipolytica, Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana, E,. coli y las tres

NADH-DHs de S cerevisiae) (Kerscher, y col.., 1999). En este trabajo se

obtuvieron cuatro motivos muy conservados (Fig, 19).

Pliegue dinucleótidos 1: Estructura pap para ios sitio de unión a dinucleótidos

(Wierenga y col,,, 1986),, Incluye 3 glicinas espaciadas, GXGXXG, que inician con

residuos hidrofóbicos en la parte amino terminal y residuos ácidos conservados

en la parte carboxilo termina!,,

Pliegue dinucleótidos 2: Esta secuencia también posee estructura pap, pero

incluye una región inusual de asa, Se sugiere como sitio de unión para el sustrato

NADH,

Apolar / aromática: Se caracterizaron dos regiones bien conservadas de residuos

apolares y aromáticos,, La primera inmediatamente después del sitio de

dinucleótidos 1. La segunda presenta varios residuos cargados conservados

delimitados por residuos apolares y aromáticos,. Ambas regiones podrían formar

una bolsa hidrofóbica para la interacción de la ubiquínona con el FAD,.

El avance en la cristalización no ha sido tan afortunado como la parte de biología

molecular, ya que hasta el momento no se ha cristalizado ningún miembro de la

famiiia de las NADH-DH de la clase 2 No obstante, se trató de modelar la NADH-

DH de S, cerevisiae usando a una tripanotiol reductasa de Trypanosoma cruzi y

una lipoamida deshidrogenasa de Pseudomonas pulida cristalizadas (Bjórklóf y

col,., 2000),. Como se muestra en la figura 20, la región amino terminal está mucho

más conservada que la región carboxilo terminal.. Se logró un buen modélaje de

los sitios de unión al NADH y al FAD, con diferencias en el tamaño de los giros. La

parte del carboxilo terminal, con poca conservación entre las proteínas, no se

pudo modelar,
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Sitio de unión de dinueleótidos

& cer&visiae (NDEi; 108

S. cersvisiae (NDE2; 93

S. cerevisiae (tiDU) 51

NGS £RIÍ [ LVILGSGVG3VSJ.LXNF1DTI LYNWWS PR 144

NGL^ÍIVILGIGTJGAISUKKLDTSLYHVTVVSPR 129

QHSD^WVLILGSGWGAISFLKHIDTKKYWVSIISPR 85

Aminoácidos sin carga/ aromáticos

S.c
S.c

S.c

(NDE1)

(NDE2;

íNDIU

146
131

87

YFLFTPLLPS
FFLFIPLLPS

YFLFTPUPS

156
141

97

212 DLKYDYLWGVGAQPHIFGIPGVYEYSSFLKEIS 244

197 SLSYDYLWSVGAKirTFIIIPGVYGHANFLKEIE 229

166 EIKYDYIISAVGAEPNIFGIPGVIDYGHFLKEIP 198

Sitio de unión de dinueleótidos

.S: cerevisiae (NDE2;

S. wrwüicte QXDW)

276

261

230

SFWVGGGPIGVEFAAELPDYVDQDIRKUHPEISKEIKVTIVEALPH 321

IFWVGGGPTGVEFAAELQDYIKQDLRKWHPDLSKEHKVILIEALPII 306

SIWVGGGPIGVEAAGELQDYVHQDLRKFLPALAEEVQIHLVEALPI 2 75

Figura 19., Secuencias de los motivos conservados en la NADH-DH interna y en las
NADH-DHs externas,, Estos sitios también están presentes en otras proteínas homologas
de levaduras, de plantas y de bacterias {Kerscher, 1999),, Los sitios de unión a nucleótidos
con las glicinas conservadas y además aminoácidos básicos, Las regiones con gran
contenido de residuos hidrofóbicos nos pueden sugerir uniones a la membrana o bien sitio
de unión de la quinona
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10 20 30 40 50

consenso
NDH-DH int.
1B2L A
1LVL
1EBD A
1FL2 A
1NPX

1 VIIGAGPAGLAAAIRLAR LG-
31 LILGSGWGAISFLKHICI KK-
8 VVIGAGSGGLEAAWNAAIlykKRv
9 LIIGGGPGGYVAAIRAGQ LG-
7 LWGAGPGGYVAAIRAAQ L-G-
5 LIVGSGPAGAAAAIYS&R KG-
4 IVLGSSHGGYEAVEELLNl-bPC-

--LKVALVEKE-
—YNVSIISPR-

60

... * I
-GCIPRKP 36
-SYELETE 66

ajIDVQMVHGFpffsalg gtcvn/vGCVPKKL 62
— IPTVLVEGqalgg tclniGCIPSKA. 53
--QKVTIVEKgnlgg vclnvGCIPSKA 51
--IRTGLMGer fgGQILDTV 42
--P.EIQWYEKG DFISFL3 41

consenso
NDH--DH int.
1BZL A
1LVL
1EBD A
1FL2 A
1NPX

70 80 90 100 110 120

3 7 LLKAYLVGEEAKI GPELDLRPLEQY---
67 LLPSAPVGTVDEK SIIEPIVNFALK—
63 MVTGAQYMEHIREsagfgw efdrtILRAEWKNLIAVk-
54 LIHVAEQEHQASRftepsp lgis^aSERLDIGQSVAM —
52 LISASHRYEQSKHssemg ikaeNvIIDFAKVQEW—•

DIENYISVPKIE • GQKLAGALKVHv —43
42 CGMQ1YLEGK*/KD- -vNSVRYMTGEKM--

KKEGVEVLLGTEVT 7 5
•KKGNVTYY-EAEAT 104
•DEAVLNINKSYDEM 113
•KDGIVDRL1ÍGVAA 104
•KASWKKL-TGGVE 98
DEYDVDVIDSQSAS 80
ESRGVNVFSNrEIT 80

consenso
NDH-DH int..
1BZL A
1LVL
1 EBP A
1FL2 A
1NPX

130 140

7 6 ALDKKGKVvT
105 SINPDRNIvI
114 ERPTEGLEFElgwgslesJf-
105 LLKKHGVKVvhgwak
99 GLLKGNKVEIvkgeayf---
81 KLIPAAVEGG1
81 AIQPKEHQVTv

150 160 170 180

DiVLG DGETL 95
IKSLSaj-sqlyqpenhlglhqaEFAEI 14X

-•nv-resaDFrtSñ VKERL 151
- —vldgKQVEV DGQRI 133
í-dant";-rV ̂ NGD- S.AQTY 132

hQiEIñ SGAVL 102
•kDLvSG- -EERVE 102

190 200 210 220 230 240

consenso
NDH-DH int
1BZL A
1LVL
1EBD A
1FL2 A
1NPX

96 TYDKLIIATGARPRIP-FIF-
142 KYPYLISAVGñEFNTEGIF-
152 EIEHILLASGSWFHMPN
134 QCEHLLLA1GS S SVELPm-- -
133 rFKNAIIATGSRPIELPn —
103 KARSIIVATGAKWRNMNvp—
103 NYDKLIISPGAVFEELDipg -

-D-ICGVFGLRTSDDALALREVPK- 136
-GvIDYGHFLKEIPNSLEIRRTFA- 183
—IFGIEHCISSNEAFYLPEPF— 188
—LP1GGPVISSIEALAPKALP-- 171
--fKFSNE-ILPSIGALNLGEVP— 170
-gEDQYRIKGV-IfCPHCDGPLFk- 143
-kdIDNIYIMRGRQWAIKLKQKTvd 146

250 260

consenso
NDH-DH int..
1BZL A
1LVL
1EBD A
1F'L2 A
1NPX

consenso
NDH-DH int..
1BZL A
1LVL
1SBD A
1FL2 A
1NPX

13/
184
189
172
171
144
147

152
217
203
186
185
159
164

270 280 290 300

—GK RVWVGGGYIGLE 151
—ñNlekanllpkgdperrrllSIWVGGGPTGVE 216
___R RVLTVGGGEISVE 202
—Q HLWVGGGYIGLE 185
.__K SLWIGGGYIGIE 184
— gK RVAVIGGGNSGVE 158
-evN NVWIGSGYIGIE 163

310 320 330 340 350 360

LAAALARLG AEVTWERRD-RLLPRE-
ARGELQDYVhqdlrkf-lpalaeeVQIHLVEALP-IvLNME-
FAGIFNAYKpk • dGQVTLCYRGE-MILRGI-
LGIAYRKLG AQVSVVEARE-RILPTY-
LGTAYANFG IKVTILEGAG-EILSGF-
AAIDLAGIV • EHVTLLEFAP-EMKADQ-
AAEAEAKAG- -KKVTVIDILC-RPLGVY-

DDEEAAALLEKLLEEGGI 194
EKKLSSYAQSH-1ENISI 272
DHILREELTKQLIANG-I 247
DSELIAPVAESLKKLG-I 22 7
EKQMAAIIKKRLKKKG-V 226
VL-QPKLRSLKN V 195
LDKEETPVLTEEMEANnl 206
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370 380 390 400 410 420

consenso 195 EILLGIK VEAIEGDG-CGG VRVKVVEIDG-KEIEADLVLVAIG-
NDH-DH int,. 273 KVHLRIA vAKVEEKQllAK IKHECGKIIE-EIIPYGrLlWATG-
1B2L A 248 QILTKEN PAKVELNA-CG SKSVIFESG—KKMDEDLVMMAIG-
1LVL 228 ALHLGHS VEGYENGc ILANDGKGGq-LRLEADRVLVAVG-
1EBD A 22 7 EWTNAI AKGAEEPE-DGvtvt_yEA.N—GEIK IIDADYVLVTVG-
1FL2 A 196 DIILNÍQ ITEVKGDGskv vglEYRDRVSGdiHNIELAGlFVQIG-
1NPX 207 TIAIGET VERYEGCG R/QKVVICk-NSYDADLVWAVG-

-RRPN T 240
-NKARpviT 322
-RSPR 1 291
-RRPR T 270
-BRPN T 272
-LLPN T 244
-\fRFN 1 248

consenso
NDH-DH int.
1BZL A
XLVL
1EBD A
1FL2 A
1NPX

430 440 450 4 6 0 470 480

241 ELLGLAG IELDRR GGIVVDE'xIFI SVPGIYAAGDvAGgRL— 280
323 DLFKKIF EQNS3K RGIAvNDEIQvk GSNNIEAIGDnafaglpp 365
292 KDLQLQNa-gí-MIKN GGVQvDEYSRt NvSNIYAIGD^IN-Rv1-- 331
271 KGFNLECl-dLKMNG AAIAICERCQt SMHNVWAIGDV^G-EP— 310
2 73 DELGLEQi-glKMINr GLIEvDQQCRt SVPNIEAIGDIVPg-P— 313
245 NWLEG-A vERNRm gEIIIDAKCe tNvKGVEAAGDCI I v£Y— 283
24 9 AWLKGI lELHEn GLIKIDEYMRt sEPDVEAVGDAILiKY— 287

consenso 281
NDH-DH int,, 366
1BZL A 332
1LVL 311
1EBD A 314
1FL2 A 284
1NPX 288

RLAGv" 285
taqva 370
MLTPV 336
MIAHR 315
AlñHK 318
KQIII 288
NPADt 292

Figura 20. Secuencias relacionadas con la NADH-DH interna obtenidas con el programa
BLAST (Altschul y col... 1997) La secuencia consenso es obtenida con un número mayor
de 100 secuencias analizadas. La NADH-DH interna (Saccharomyces cerevisiae), la
tripanotiol reductasa 1BZL A (Trypanosoma cruzi), la lipoamida deshidrogenasa 1LVL
{Pseudomonas putida), la dihidrolipoamida deshidrogenasa 1EBD A (Bacillus
stearothermophilus), la alquilhidroperoxido reductasa 1FL2 A {Escherichia coli) y ia NADH
peroxidasa 1NPX (Enterococcus faecafis) En rojo se marcan los residuos conservados en
todas las secuencias, los asteriscos marcan los aminoácidos en la posición 5



RESULTADOS 61

A B C

Figura 21. Estructuras terciarias de la NADH-DH interna mediante modelaje por
homología,. A La región de unión a! grupo prostético FAD (color amarillo), región de unión
al NADH (color café), región carboxilo terminal (color azul) B Algunos de los aminoácidos
en el sitio de unión al FAD, azul (aminoácidos con carga positiva), rojo (aminoácidos con
carga negativa), rosa (prolinas), verde (histidinas), C, Algunos aminoácidos de sitio de
unión del NADH

Determinación del estado de agregación

No fue sencillo conocer el estado de agregación funcional de la enzima Se

realizaron diferentes intentos en geles nativos, variando la concentración del

detergente y de la acrilamida, pero no se lograba introducir a la proteína

parcialmente purificada.. En algunas condiciones, la proteína migró asociada con

bandas de muy alto peso molecular (mayores de 400 kDa) Una posible

explicación mencionada al inicio de los resultados era la formación de micelas

mixtas muy grandes de la enzima con el Tritón X-100 y con proteínas

contaminantes En experimentos recientes se utilizó el sistema de los geles azules

en condiciones nativas (Schágger, 1991). Las mitocondrias de S cerevisiae se

obtuvieron a partir de una cepa control y otra con un plásmido que sobreexpresa a

la NADH-DH interna Posteriormente, las enzimas se solubilizaron con 1% de

dodecil maltósido o 1% de Tritón X-100 y se llevó a cabo la electroforesis en geles

azules Las bandas que corresponden a la NADH o NADPH deshidrogenasa se

detectaron por actividad En la figura 22 se muestra el patrón de bandas con

actividad de la NADH deshidrogenasa interna.. Como marcadores se utilizaron los
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complejos mitocondriales de bovino en los cuales se conoce su masa molecular

(el complejo I, 750 kDa, ia ATPasa, 600 Kda, el complejo III, 500 kDa, el complejo

IV, 200 kDa y el complejo II, 130 kDa, determinada en geles de segunda

dimensión Schágger, 1991,

En los carriles 1 al 4 son las muestras que fueron corridas en presencia de azul de

Coomassie durante la corrida y son las bandas presentes en el gel antes de medir

actividad, El carril 1 están las mitocondrias de bovino; en el carril 2 están las

mitocondrias de la cepa control de S cerevisiae; en el carril 3 están las

mitocondrias de la cepa que sobreexpresa a la NADH-DH interna; y en el carril 4

está la preparación que sale de la columna de DEAE con actividad de NADH

deshidrogenasa.

En los carriles del 5 al 8 se determinó actividad de NADH-DH,, En e¡ carril 5 están

las mitocondrias de bovino en las cuales se observo un incremento en la banda

que corresponde al complejo I y un poco de marca inespecífica; en el carril 6 tanto

las mitocondrias de la cepa control como las mitocondrias que sobreexpresan a la

NADH-DH interna en el carril 7 presentaron un barrido a todo lo largo del gel

(mucho más intensa en esta última), lo que sugiere que la proteína no fue

completamente solubilizada a concentraciones de detergente del 1% y presenta

diversos estados de agregación; mientras que la preparación parcialmente

purificada en el carril 8 presentó una banda de actividad aproximada de120 kDa

(marcada con el asterisco),

La actividad de NADPH deshidrogenasa se determinó en los carriles 10 y 11, En el

carril 9 se encuentran las mitocondrias de bovino como marcadores Las

mitocondrias de la cepa control de S, cerevisiae y de la cepa que sobreexpresa a

la NADH-DH interna presentaron ambas una banda de menor peso molecular

alrededor de 60 kDa (marcadas con asterisco),,
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Coomassie Act. NADH Act. NADPH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 11

Complejo I 750 kDa.
AI Pasa 600 kDa.
Complejo III 500 £Da

ComplejoIV 200 kDa-

Complejo II 13ÜkDa

Figura 22,, Gel azul en condiciones nativas para determinar el estado de agregación de la
NADH-DH interna de las mitocondrias de S. cerevisiae, En el carril 1-4 se encuentra los
geíes teñidos durante la corrida con Coomassie, del carril 5-8 se determinó actividad de
NADH deshidrogenasa y del carril 10-11 se determinó actividad de NADPH
deshidrogenasa En los carriles 1, 5 y 9 se muestran las mitocondrias control de bovino,
en los carriles 2, 6 y 10 las mitocondrias de S cerevisiae control, en los carriles 3, 7 y 11
las mitocondrias de S cerevisiae de la cepa que sobreexpresa a la NADH-DH interna, y
en los carriles 4 y 8 preparación que sale de la columna DEAE con actividad de NADH-
DH,
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Efecto de la flavona sobre el consumo de oxígeno en las mitocondñas de S

cerevisiae, El efecto de la flavona sobre la NADH-DH interna se caracterizó

en este trabajo; sin embargo, no se conoce si también inhibe a las NADH-

DHs externas.. Debido a la alta similitud que presentan estas tres enzimas,

se esperaba una inhibición semejante,,

Para poder evidenciar a las diferentes deshidrogenasas (dos externas

dependientes de NADH, una externa dependiente de NADPH y la interna) se

obtuvieron mitocondrias acopladas para realizar experimentos de oximetría (Fig,.

23) Se midió el consumo de oxígeno con diferentes sustratos respiratorios: el

NADH o el NADPH para analizar a las NADH-DH externas y el etanol para

identificar la actividad de la NADH-DH interna,, En el trazo A se muestra el

consumo de oxígeno de las mitocondrias con NADH y se determinó un control

respiratorio de 1,75,, En el trazo B se muestra el consumo de oxígeno con NADH el

cual fue de 185 ng O2 min"1, y se inhibió a 81 ng O2 min"1 al añadir 200 jaM de

flavona, lo que representa una inhibición del 56%, Esta inhibición fue parcial, ya

que existe un consumo de oxígeno residual, el cual desapareció completamente al

añadir la antimicina,.

El consumo de oxígeno, con el NADPH como sustrato fue menor (42 ng O2 min"1),

y no se inhibió con flavona pero sí con antimicina, lo que indica que este sustrato

también transfiere sus electrones a la ubiquinona (trazo C),

Finalmente, en el trazo D se observa que el consumo de oxígeno de las

mitocondrias, usando como sustrato al etanol, fue de 62 ng O2 min"1,, Este

consumo se vio ligeramente inhibido con flavona a 58 ng O2 min"1, con un 7% de

inhibición, esta inhibición se encontró mayor al 30% en dos experimentos

anteriores (datos que no se muestran), sin embargo las mitocondrias no estaban

acopladas, Esta actividad fue inhibida completamente con la antimicina,,
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B

NADPH

Antimicina

Flavona

Antimicina

I

60 ng O2

3 min

Figura 23.. Efecto de la flavona en el consumo de oxígeno en las mitocondrias de S,
cerevisiae con diferentes sustratos respiratorios, La concentración de proteína fue de
(0,15 j¿g/ml) El medio que se usa para determinar el consumo de oxígeno fue el
siguiente: (manito! 0.6 M, MES 5mM, H3PO4 4 mM, KCI 40 mM, MgCI2 1 mM, y ADP 100
jaM) La concentración de los sustratos respiratorios fue para el NADH y el NADPH de 1
mM, y para el etanol 138 j¿M.. La concentración de los inhibidores: flavona 200 JÍM y
antimicina 6 fiM, La reacción se inició por la adición dei sustrato Los inhibidores se
añadieron como se indica en los diferentes trazos A, Control respiratorio, B, Consumo de
oxígeno de las mitocondrias con NADH, C Consumo de oxígeno de las mitocondrias con
NADPH D, Consumo de oxígeno de las mitocondrias con etanol
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Las mitocondrias de la levadura S, cerevisiae carecen de complejo I, pero tienen

una NADH-DH interna que cataliza !a oxidación del NADH en la matriz

mitocondrial Los electrones del NADH son transferidos a la ubiquinona de la

membrana En contraste con el complejo I, esta enzima es mucho más simple

desde el punto de vista estructural y no bombea protones a través de la

membrana. Dependiendo de las condiciones de cultivo, esta enzima podría o no

ser esencial para el crecimiento, Las mutantes que carecen de la NADH-DH

interna no pueden crecer con fuentes de carbono como el acetato y el piruvato,

pero sí con fuentes de carbono fermentativas como la glucosa (Marres y col..,

1991), Bajo "condiciones fisiológicas", esta enzima se expresa cuando la célula

cambia de condiciones fermentativas a respiratorias, Esta enzima es codificada

por el gene ndH (de Vries y col,, 1992) y pertenece a una familia creciente de

NADH deshidrogenasas,, Los miembros de esta familia están en la membrana

plasmática de bacterias y en la membrana interna de las mitocondrias de hongos y

plantas,, Se ha sugerido que la NADH-DH interna de la mitocondria de S,

cerevisiae tiene entre uno a dos segmentos transmembranaies (Meló, 1999),, Esta

suposición se apoya en la solubilización de algunas de las enzimas de esta familia

de deshidrogenasas mediante detergentes,, Sin embargo, para otros miembros de

!a familia, la enzima es liberada al sobrenadante con tratamientos suaves, en

ausencia de detergente (Rasmusson y col,, 1993),, En el caso de la NADH-DH

interna de S cerevisiae, suponemos que está asociada a la membrana a través de

interacciones hidrofóbicas e interacciones electrostáticas, Un análisis de estas

regiones hidrofóbicas descubre la presencia de un residuo de arginina a la mitad

del segmento o diversos residuos de prolinas,, Estas regiones hidrofóbicas

predichas probablemente interactúan con la fase no polar de la membrana,

facilitando la transferencia de electrones a la ubiquinona embebida en la fase

lipídica,, Apoyando esta hipótesis, se observó la solubilización de la enzima por

0 18% de Tritón X-100 y alta concentración de sal,

La cinética de la NADH-DH interna es consistente con el siguiente esquema,
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AfNADH) P(NAD+) B(DCPIPoxi) Q(DCPIP red)

I t I t
E EA r ^ E P F

AMP
11, Fia
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B

FBv^EO E

P~* O+Fla
k

El NADH se une primero al sitio activo de la enzima libre (E) y se transfieren dos

electrones del NADH al grupo prostético de la enzima (FAD), de tal manera que se

produce la forma reducida de la enzima (F), La enzima muestra una alta

especificidad por el NADH (ni el NADPH ni el desamino NADH se oxidaron), pero

acepta diferentes quinonas como Qo, Qi Q2, o Qe (esta última es la quinona

natural de S cerevisiae) o aceptores de electrones artificiales como el DCPIP.

Cabe resaltar que el NAD+, no interactüa ni con la enzima libre (E) ni con la forma

reducida de la enzima (F), aún a concentraciones de 10 mM no afecta la actividad,

lo que indica que la liberación del primer producto es un paso irreversible en el

ciclo de reacción,, Estos resultados sugieren que las interacciones electrostáticas

entre la enzima y el anillo de nicotinamida del NADH son importantes en el

proceso de unión,, En este sentido, la repulsión del NAD+ por un grupo cargado

positivamente en o cerca del sitio activo puede explicar la ausencia de inhibición

por NAD+, La unión del segundo sustrato, el DCPIP o la quinona, induce la

transferencia de electrones desde FAD al sustrato, En contraste con ei complejo I,

esta enzima no genera radicales libres durante el ciclo catalítico, ya que la

reducción de la ubiquinona ocurre con la transferencia simultánea de los dos

electrones (de Vries y Grivell, 1988), El análisis del curso temporal de ia reacción

muestra que el segundo producto, el DCPIP reducido, inhibe a la enzima con una

K¡de 14 1 j^M, De acuerdo con el mecanismo propuesto de ping-pong, el AMP (un
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análogo del NADH) fue un inhibidor competitivo lineal para el NADH y un inhibidor

acompetitivo lineal con respecto ai DCPIP, En contraste, la flavona (un inhibidor

específico para la NADH-DH) fue un inhibidor parcial,. Una caracterización

cuidadosa de este inhibidor mostró que la flavona (Fia) es un inhibidor

acompetitivo hiperbólico con respecto al NADH y un inhibidor no competitivo

hiperbólico con respecto al DCPIP La inhibición parcial que ejerce la flavona se

observó también en presencia de quinonas más hidrofóbicas (Qi, Q2) como

segundo sustrato (datos que no se muestran), Por otra parte, la inhibición parcial

no es un artefacto de la purificación, ya que este fenómeno se observa en

mitocondhas intactas, Esto se demostró en las células HEK 293 transfectadas con

el gen de la NADH-DH interna (Seo y col,, 1999), La adición de un exceso de

flavona (500 |aM) a las células HEK 293 transfectadas y permeabilizadas con la

digitonina e incubadas en presencia de glutamato-malato, inhibió un 80% el

consumo de oxígeno, dejando una actividad remanente del 20%,. En contraste, la

adición de 5 |aM de antimicina A inhibió la respiración completamente,, Resultados

similares se obtuvieron en las mitocondria aisladas de células de S cerevisiae,, La

adición de flavona a concentración de 200 ^M en la mitocondria de la levadura en

presencia de etanol (que reduce el NAD+ en la matriz mitocondrial) resultó en una

inhibición parcial del consumo de oxígeno, De manera semejante, en presencia de

NADH (sustrato para las NADH externas) la flavona inhibe también parcialmente el

consumo de oxígeno.. A diferencia de una de las NADH-DH externas, dependiente

de NADPH que no se inhibe con flavona,

Finalmente, para conseguir información de los residuos involucrados en e! proceso

catalítico se estudió la dependencia de los parámetros cinéticos Vmax y Km A/max

con respecto al pH. La gráfica de la Vmax contra pH mostró la contribución de dos

grupos, el primero con pKaesi cte 5,3 y un segundo grupo con pKaeS2 de 7,2,,

Experimentos independientes mostraron que la desprotonación del DCPIP

presenta un pKa de 5,8, sugiriendo que el grupo asociado con la rama acida en el

perfil de Vmax contra pH podría pertenecer ai DCPIP, Así, la desprotonación de

este grupo en el sitio activo de la enzima podría inhibir !a transferencia de

electrones del FAD al DCPIP0X Si esto es correcto, la unión del DCPIP0X a la
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forma reducida de la enzima no modifica el pKa de este grupo ionizable, El pKaeS2

de 7,2 sugiere la participación de un residuo de histidina en la catálisis,, Resultados

preliminares muestran una inactivación de la enzima con dietilpirocarbonato

(modificador químico específico para histidinas) Se requerirá la identificación de

los residuos involucrados en este perfil de pH. Los pKaei y pKae2 de los grupos

involucrados en la unión de los sustratos fueron de 5,5 y 7,8; sin embargo, hubo

dificultad en la determinación de la Km debido a la alta afinidad de la enzima por

los sustratos,

Una característica notable entre estas NADH-DH es su bajo contenido en residuos

de cisteína,, Las NADH-DH externas presentan uno y dos residuos, mientras que la

NADH-DH interna carece de cisteínas,, Se reportó que las proteínas de S,,

cerevisiae tienen un 35% menos contenido de cisteínas (Scheibel y col,,, 1997),, La

posible causa de esta reducción en la cantidad de cisteínas se atribuye a un

problema en el mecanismo de transporte de sulfato, lo que limita la cantidad de

residuos de cisteína en las proteínas de esta levadura y conserva únicamente

aquellos residuos que tienen una importancia funcional, Sin embargo, en

experimentos preliminares, incubando a las NADH-DHs externas con N-

etilmaleimida, no hubo pérdida de la actividad, lo que sugiere que no son

esenciales para ia actividad de la enzima o que no hubo accesibilidad al reactivo,

El estado funcional de agregación de este grupo de enzimas se conoce poco,, Se

ha reportado que ia NADH-DH de Bacillus YN1 (alcalofilo), funciona como dímero

(Xu y col,, 1985),, Por otra parte, las lipoamidas solubles, que tienen una similitud

alta con las NADH-DHs, son dímeros,

Nuestros experimentos con geles nativos sugieren que la NADH-DH interna

podría trabajar como un dímero y la NADPH-DH externa como monómero.

En los últimos dos años, debido a la gran explosión de la biología molecular con

los grandes proyectos de secuenciación completa del genoma de diferentes

organismos (incluyendo el de S, cerevisiae), se aporta una lista grande de

secuencias relacionadas con la de la NADH-DH interna, incluyendo varios marcos

de lectura abiertos,. Un análisis de las estas secuencias muestra que, desde un
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punto de vista evolutivo, S cerevisiae está más cercana de las otras levaduras y

de las de plantas que de ias de bacterias (Fig 22), anexo b,

En un trabajo reciente, en donde se realizó el mismo tipo de análisis (Kerscher y

col, 1999), se especula acerca del posible ancestro común de las NADH-DHs de

hongos, Este ancestro pudo tener una orientación externa, por lo que la NADH-DH

interna se produce como una divergencia evolutiva que siguió a un evento

temprano de duplicación génica, Este desarrollo involucró la adquisición de una

señal para su localización en la matriz mitocondria!, Por otra parte, la similitud

entre ias dos NADH-DHs externas es sorprendentemente alto, por lo que podría

ser un evento más reciente de duplicación génica.
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S. coelicolor
S coelicolor
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B subtilis
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S. cerevisiae NDI1
C albicans
Y lipolytica
NADH ext 1
NADH ext 2
S pombe
S, pombe
N crassa
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A thaliana
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A thaliana
S, tuberosum
A thaliana
S tuberosum
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C glutamicum
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M tuberculosis
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M tuberculosis
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Figura 24. Relaciones filogenéticas de la NADH-DH interna de S cerevisiae con 70
secuencias relacionadas,. Se alinearon con el uso del programa CLUSTAL, DKFZ
Heidelberg, Alemania El árbol no tiene raíz Los valores del Bootstrap (están en las
ramas) indicando el porcentaje de árboles que fueron agrupados en 1000 repeticiones, el
largo de las ramas es proporcional al número de sustituciones y la secuencia del
hipotético ancestro común en el punto de la rama
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PERSPECTIVAS

El campo de posibilidades que abre este grupo de enzimas de la levadura es muy

amplío,. Por una parte, cabe mencionar algunas de las características que hacen

de estas enzimas sistemas interesantes para continuar su estudio: a) son

proteínas altamente conservadas en ias levaduras, los hongos y las plantas, b) no

se conoce el mecanismo de anclaje a la membrana mitocondrial, c) no existe

hasta el momento ninguna proteína de esta familia cristalizada y d) desde el punto

de vista funcional, no se conoce qué factores regulan su actividad en la levadura

Después de la caracterización realizada, estamos interesados en continuar con

estudios estructurales, para lo cual será necesario resolver dos problemas

sustanciales: aumentar la cantidad de proteína y evitar la posible contaminación

por las otras NADH-DHs presentes en la levadura,.

Para resolver el primer problema se inició mediante técnicas de biología

molecular, la clonación y la sobreexpresión de la NADH-DH interna, con lo cual

podremos tener una mayor cantidad de proteína, Un abordaje sería colocar una

extensión de histidinas en ia NADH-DH interna, que facilitaría su purificación,

En relación al segundo problema, existen cepas a las cuales se les eliminaron ios

genes de las NADH-DHs externas, De esta manera, se tiene solamente a ia

NADH-DH interna y se podría, inclusive, intentar sobreexpresarla, Esta levadura, a

la cual se le eliminaron los genes para ambas NADH-DHs externas, ya fue

construida en el laboratorio de¡ Dr, Peter Kótter,

El trabajo con las NADH-DHs externas recién inicia, En un primer paso, se

intentará purificarlas y caracterizarlas cinéticamente en las levaduras que sólo

contengan una de estas enzimas,,
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1. Saccharomyces cerevisiae presenta en su membrana interna mitocondriai
al menos cuatro NADH deshidrogenasas insensibles a rotenona cuando se
cultiva en medios con sustratos respiratorios,, Tres de ellas se encuentran
con su sitio activo orientado hacia el espacio intermembranal, dos catalizan
la oxidación del NADH externo y una la oxidación de! NADPH externo,, La
cuarta deshidrogenasa presenta su sitio activo en la matriz y oxida el NADH
intramitocondrial,,

Al menos tres de las NADH-DHs son enzimas sencillas con una subunidad
de alrededor de 50 kDa, con el FAD como grupo prostético unido no
covalentemente y carecen de centros hierro azufre,,

3. La NADH-DH interna es específica para su primer sustrato, el NADH, pero
no para su segundo sustrato, ya que puede utilizar una gran variedad de
quinonas así como aceptores artificiales con diferente eficiencia,

La NADH-DH interna presenta una cinética Michaeliana con inhibición por
sustrato; sigue un mecanismo cinético tipo ping-pong, e! cual se confirmó
mediante el uso de ios productos y de los inhibidores reversibles sin salida,

Ei NAD+ no inhibe a la enzima a concentraciones müimolares, lo que indica
que la reacción de liberación dei producto es prácticamente irreversible,, Por
el contrario, el DCP!Pred inhibe a la enzima con una constante de inhibición
de 14,1

6, El AMP fue un inhibidor de tipo competitivo para el NADH con una Kp 5,5
mM y un inhibidor de tipo acompetitivo para el DCPIP con una K¡= 11.5 mM,

7. La flavona es un inhibidor parcial de la NADH-DH interna con una
inhibición hiperbólica acompetitiva con respecto al NADH y una inhibición
hiperbólica no competitiva para el DCPIP, La constante de inhibición
aparente en el intercepto (K¡¡ = 5.4 jaM) y la constante de inhibición de la
pendiente (K¡s = 7,1 ^M),, Los resultados indican que el compiejo ternario F-
DCPIPox-flavona cataliza la reducción del DCPIP, aunque con una baja
eficiencia,
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El efecto del pH sobre la Vmax y la Vmax/Km fueron estudiados,, E¡ perfil de la
Vmax mostró dos grupos con valores de pKesi de 5.3 y pKes2 de 7 2
involucrados en el proceso catalítico,, En el caso de la Vmax /Km también
existen dos grupos involucrados en la unión de los sustratos, con valores de
pKa semejantes a los anteriores,,

9, El uso de varios programas de predicción de estructura secundaria nos
permitió obtener una estructura consenso de la proteína, Es una proteína
a /p, con una parte inicial de estructura pap probablemente involucrada en
la unión del NADH o del FAD,, Con dos regiones muy conservadas y que
son sitios de unión a nucleótidos y dos regiones hidrofóbicas que
probablemente interactuan con la membrana,,

10. E! estado de agregación de la NADH-DH interna se determinó mediante el
uso de electroforesis en condiciones nativas y las bandas se identificaron
por medio de actividad,. Se encontró una banda con un peso molecular de
130 kDa, que corresponde a un dímero, En contraste, una deshidrogenasa
externa dependiente de NADPH migró con un peso molecular de 60 Kda,
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Anexo A

Los inhibidores reversibles sin salida (dead-end inhibitiors) son aquellas moléculas

que reaccionan con una o más formas de la enzima y producen un compiejo que

no participa en la reacción. Como ejemplo se muestra una enzima con un

mecanismo tipo ping-pong bi-bi en presencia de un inhibidor (sin salida), I, que se

combina con la forma libre de la enzima para dar el compiejo El:

A P
A

B Q
A

K

Ei

(EA ^ FP) (FB ^ EQ)

La ecuación de velocidad para la siguiente reacción en ausencia de inhibidor es:

v [A] [B]
(1)

Si el inhibidor se combina con la enzima libre E,, La ecuación en presencia de

inhibidor, afecta el término KmA [B] que se multiplica por (1+[I]/K¡):

v [A] [B]

Vmax KmB [A] + KmA [B] (1 + [I]/Ki) + [A] [B]

Cuando [A] es variable, la ecuación es:

(2)

v [A]

Vmax KmA (1+ [I]/K¡) + [A] ( 1 + KmB/ [B])
(3)
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Cuando [B] es variable;

v [B]
(4)

Vmax

Así el inhibidor sin salida sería competitivo con respecto a A, y Kis= K¡ y sería

acompetitivo con respecto a B a concentraciones saturantes de [A].. La K¡ puede se

evaluada regraficando (la pendiente 1/A contra [I]).,

Si suponemos que el inhibidor se une a la forma reducida de la enzima F. La

secuencia de reacciones son:

A B Q
A

(EA ^ FP)

Fl

(FB ^ EQ)

Por lo que la KmB [A] se multiplica por (1 + [I]/ K¡), La ecuaciones resultantes son

simétricas con las ecuaciones 2, 3 y 4, El inhibidor sería competitivo con respecto

a B y no competitivo con respecto A,



Anexo B:

El "bootstrap" es una método estadística que requiere cálculos masivos por

computadora para evaluar la precisión (desviación estándar) de algunas

estimaciones o la distribución muestral de estas estimaciones,, En particular se usa

en problemas no paramétricos (que son aquellos en los que no se conoce la

distribución de los datos o no se supone una distribución de los mismos) o donde

los métodos paramétricos son imprácticos,, El bootstrap, consiste en remuestrear

(tomar una submuestra de la muestra) los datos para construir una serie de datos

artificiales a los cuales se les puede determinar la distribución y la desviación

estándar, a través de su histograma, su media y su varianza,, (Diaconis, P y Efron,

B... 1983),.
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Saccharomyces cerevisiae mitochondria contain an
NADH:Q6 oxidoreductase (intemal NADH dehydroge-
nase) encoded by NDI1 gene in chr omosome XIII. This
enzyme catalyzes the transfer of electrons from NADH
to ubiquinone without the ti anslocation of protons
across the membí ane. From a stiuctural point of view,
the matute enzyme has a single subunit of 53 kDa with
FAD as the only pr osthetic gioup. Due to the fact that
S. cerevisiae cells lack complex I, the expression of this
protein is essential for cell giowth under respiratory
conditions The íesults reported in this work show
that the internal NADH dehydr ogenase follows a ping-
pong mechanism, with a Km for NADH of 9 4 JUM and a
Km for oxidized 2,6-dichor ophenolindophenol (DCPIP)
of 6 2 fiM. NAD+, one of the producís of the reaction,
did not inhibit the enzyme while the other product,
reduced DCPIP, inhibited the enzyme with a K¡ of
11.5 fiM, Two dead-end inhíbitors, AMP and flavone,
were used to fuithei characterize the kinetic mecha-
nism of the enzyme. AMP was a linear competitive
inhibitor of NADH (Ki = 55 mM) and a linear uncom-
petitive inhibitor of oxidized DCPIP (K¡ = 115 mM), in
agreement with the ping-pong mechanism. On the
other hand, flavone was a par tial inhibitor displaying
a hyperbolic uncompetitive inhibition regaiding
NADH, and a hyperbolic noncompetitive inhibition
with respect to oxidized DCPIP.. The appaient inter-
cept inhibition constant t£C¡¡ = 5,4 juM) and the slope
inhibition constant (Kis = 7 1 /xM) were obtained by
non linear regression analysis. The íesults indícate
that the temary complex F-DCPIPox-flavone catalyzes
the leduction of DCPIP, although with lower effi-
cíency The efféct of pH on Vmax was studied. The Vmnx
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Duiing raitochondiial íespiration the elections oí
NADH are transfeired to ubiquinone in the respiratoiy
chain In most mitochondiia this piocess is catalyzed
by complex I, a multimeric enzyme composed of at least
43 diffeient subunits, 7 encoded by the mitochondiial
DNA and the otheis by the nucleai genome (1) Com-
plex I contains noncovalent bound FMN and several
iion-sulfúi chistéis as piosthetic gioups, More impoi-
tant, this enzyme couples the tiansfei of elections from
NADH to ubiquinone with the ti anslocation of piotons
across the membí ane, geneíating a pioton electro-
chemical giadient that is used in the synthesis of ATP
(2), In contrast, Saccharomyces cerevisiae mitochon-
diia lack complex I (3). Instead, they contain both
exteinal and inteinal NADH dehydrogenases in their
inner membrane that catalyze the transfer of electrons
íiom NADH to ubiquinone without any ti anslocation of
pi otons acr oss the membí ane (4)

Fiom a structuial point of view, these enzymes are
much simpler than complex I For example, the intei-
nal NADH dehydiogenase contains a single subunit of
53,000 Da encoded by the nuclear DNA (5). The sub-
unit is synthesized in cytosolic libosomes and impor ted
by mitochondiia Tianslocation of the piotein acioss
the innei mitochondrial membrane is associated with
the lemoval of a segment containing the fiíst 26 amino
acid íesidues in the N-teiminus end (5), The matuie
enzyme contains FAD as pr osthetic gioup but no iion-
sulfui clusters (5) In contiast with complex I, the
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internal NADH dehydrogenase is inhibited by flavone
but not by rotenone, and the yeast enzyme is a two-
electron reaction enzyme, wheieas complex I is a one-
electron reaction enzyme (6),

Interestingly, a recent work shows that the internal
NADH dehydrogenase from S. cerevisiae can restore
the activity of NADH oxidation in mammal cells con-
taining mitochondria defident in complex I, opening
the possibility of gene therapy (7, 8) Therefore, we
considered that it was important to gathei structural
and kinetic infoimation of this enzyme before it can be
used in gene therapy

In this papeí we report the kinetic chai acterization
oí the inteinal NADH dehydrogenase. The enzyme fol-
lows a ping-pong mechanism in which NADH fií st re-
duces the pr osthetíc gioup of the enzyme, FAD, which
in tuin reduces the second substrate, either a quinone
oí an artificial acceptoi of electrons as DCPIP 3 As
expected, AMP was a competitive inhibitor of NADH
and uncompetitive inhibitor of DCPIP Interestingly,
flavone behaved as a partial inhibitor

EXPERIMENIAL PROCEDURES

Materials

DEAE Bio-gel was obtained fiom Eio-Rad B!ue Sepharose
C1-6B was pmchased from Phaimacia The teduced form oí
/3-nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), 2,6-dichoropheno-
lindophenol (DCPIP), adenosine 5'-monophosphate (AMP), 2-pht>-
nyI-4#-l-benzopyian-4-one (íiavone), A^-2-hydroxyethyIpíperazíne-
iV'-2-ethanesulfonic acíd (Hepes), 2-iV-morpholino-ethanesulfonic
acid (Mes), (3-iV-morpholinopropanesulfbnic acid) (Mops) and tris-
hydroxymethylaminomethane (Tris-base) were from Sigma Chemi-
cal Co Reduced Tiiton X-100 was from Aldiich Chemical Co , and
Tritón X-100, protein grade was from Calbiochem All othei chem-
icals were analytical grade The chemical structure oí flavone and
othei compounds can be obtained at http://chem sis nlm nih gov/
ehemidplus/.

Methods

Enzyme purification. The interna! NADH dehydrogenase was pu-
rified from a wild-type azteca yeast Cells were grown in the médium
desciibed by Kloet and Lots (9) with 2% glucose and 2% lactate as
carbón sources, Mitochondria were prepared according to Guéiin et
al (10) The NADH dehydrogenase was purified as described by
Grivell et al. (6). Briefly, mitochondria were suspended in buffer A
(20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7 6) to a final protein concen-
tiation of 15 mg/ml The suspensión was sonicated and centiifüged
at 5000g fbi 20 min. The mitochondrial pellet was resuspended to a
final protein concentration of 15 mg/ml in buffer A containing 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoiide and 200 mM of NaCl The enzyme was
solubilized with 0,18% Tritón X-100 fot 15 min at 4°C under agita-
tion The suspensión was centiifüged at 5000# for 40 min, and the
supernatant was dialyzed overnight against 20 vol of 20 mM Tris-
HCl, 1 mM EDTA, 0.002% Tiiton X-100, pH 76 (bufféi B) The
dialyzate was loaded onto a DEAE Bio-gel column, washed with

3 Abbreviations used: DCPIP, 2,6-dichorophenolindophenol; Mes
2-Af-rnorpholinofcthanesulfbnic acid; Mops, 3-W-moipholinopropane-
sulfonic acid

elution buffer (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 0 05% Tritón X-100,
pH 7 6), and the protein eluted with a linear 0-250 mM NaCl
gradient. The ftactions containing the activity were dialyzed against
20 vol of buffer B to decrease the concentration of NaCl The dialy-
zate was loaded onto the blue Sepharose CL-6B column previously
equilibiated in 20 mM Mops-KOH, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0 05% Tiiton X-100, pH 7 6, and the enzyme eluted with a linear
0 1-1 M NaCl giadient The peak of enzyme activity was collected
and stored at -70"C. In these conditions the enzyrae activity was
stable for at least 1 year However, we found some problems with the
purification of the enzyme. More than 90% oí the activity was lost
during the blue Sepharose CL.-6B chromatography step, and the
preparation still contained seveial protein contaminants, as detected
by polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions
We calculated a 40-50% puiity for this preparation (data not
shown), Thereióre, for some experiments (those desciibed in Figs. 3
and 7) we decided to work with the enzyme eluted from the DEAE
Bio-gel column, in spite of its lower purity (3-4%), Control expeii-
ments showed that the two preparations displayed the same kinetic
constants (KNADIi and J^DCHI) and the same general behavior against
AMP and flavone (partial inhibition)

pH studks. Initial rates for the reduction of DCPIP by NADH
were deterrnined as a fiinction ofpH at 25°C The buffers used were
Mes-KOH for the pH lange of 5 5 to 6.5, Mops-KOH for pH 6 5 to 7 5
and Hepes-KOH for the pH range of 7 5 to 8.5 The reaction mixture
contained 20 mM oí the buffer., 1 mM EDTA, and 200 mM KC1 in a
final volume of 2 raí The reaction was initiated by the addition of
3-6 txg of the enzyme and the change in absoibance was measured as
described below

Enzyme activity NADH dehydrogenase activity was measured
spectrophotometrically in a 1 0-cm-pathlength cuvette, following ei-
ther the oxidation of NADH at 340 nm when the second substrate
was a quinone or the reduction of DCPIP at 600 nm when DCPIP was
used as the second substr ate The reaction mixture contained 20 mM
Mops-KOH, 1 mM EDTA, and 200 mM KC1 in a final volume of 2 mi
The reaction was started with the enzyme and the initial rate of the
reaction was obtained from the slope of the absoibance versus time
traces The first 10-20 s of the reaction were used to calcúlate the
initial rate

RESU1TS

Initial velocity studies. The deteimination of the
kinetic mechanism was the initial step in the stnac-
tuial and kinetic characteiization of the internal
NADH dehydrogenase of S cerevisiae mitochondria.
The enzyme (1 5 jug/ml) was incubated at pH 7.0 and
25°C with several concentr ations of both NADH and
DCPIP, and the initial velocities were obtained from
the time course of the teduction of DCPIP This artifi-
cial acceptor of electr ons was initially selected because
of its favorable chemical propeities, such as the high
solubility in aqueous solution, the high molar extinc-
tion coefficient of the reduced form and the strong
change in color upon reduction Figures 1A and IB
show the dependence of the r ate on substrate concen-
trations The double reciprocal plots appeared to be
parallel at low concentration of the vaiying substrate,
but as the concenti ation of substiate increased, the
lines cuived upward, displaying inhibition by sub-
stiate As the concentiation of the fixed substrate was
increased, the inhibition by the vaiying substrate van-
ished and the enzyme followed simple Michaelis-Men-
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FIG, 1.. Effect of NADH and DCPIP on the initial velocity of the
inteinal NADH dehydrogenase of S cereuisiae mitochondria The
enzyme (1 5 /¿g/ml) was incubated in 20 mM Mops-KOH buffer, pH
7 0, as described under Experimental Pioceduies (A) Double-reeip-
rocal plot of the initial velocity with NADH as the variablt; substiate
The fixed concentrations of DCPIP were as follows: • 2.5; T 5; • 10;
• 15; and A 30 ftM (B) Doubfe-reciprocal plot of the initial velocity
with DCPIP as the variable substtate The fixed concentiations of
NADH were • 2 5; T 5; • 10; • 15; and A. 30 ¡xM

ten kinetics Replots of the lecipiocal of Vmai; against
the lecipr ocal of the fixed substrate displayed a linear
relationship (data not shown). We used the fbllowing
equation to analyze the data by nonlinear regression
analysis:

*A*B/[KliMm * 5 (1 + B/KiiDCPlP))

# A ( 1 +A*B]. [1]

The mathematical expiession describes a bi-bi ping-
pong mechanism with substrate inhibition, where A is
NADH, B is DCPIP, KNADii and KDCPlP are the Michaelis
constants for NADH and DCPIP, r espectively, Vma>; the
maximal velocity, and jfiri(NADIi> and KI(DCPIP> the inhibi-
tion constants for NADH and oxidized DCPIP, respec-
tively As shown in Figs. 1A and IB, the model explains
the data quite well, as indicated by the good agieement

between the data points and the theoietical curve, as
well as the small standard deviation associated with
some of the paiameteis (Table I). The enzyme exhib-
ited a lowKm for both substiates (ifNADH

 = 9 4 ±1.0 /¿M
and iíncpip = 6 2 ± 0 8 ¡xM), r esulting in a kinetic
pattern with a small separation between the Unes in
the double-reciprocal plot (Figs 1A and IB) Although
the high standard deviation associated with both inhi-
bition constants (X"¡INADH> = 52 5 :t 28,8 pM and
¿̂(DCPIP) = 115,2 ± 70,3 (xM), may suggest that the

model is inadequate, the limited zange of substrate
concentrations used in the experiment explains well
the dispersión

Dead end and product inhibition studies Although
paiallel double-reciprocal plots strongly suggested a
ping-pong mechanism, the piesence of substrate inhi-
bition incieased the complexity of the kinetics and
raised some doubts about the order of addition of'sub-
strates Theiefoie, alternative mechanisms were taken
into consideíation Foi example, an ordered bi-bi mech-
anism with the first substrate having a much smalleí
dissociation constant than its Michaelis constant (a
sticky fiíst substrate) will produce parallel double-re-
ciprocal plots (11), To discrimínate between these two
mechanisms, we decided to study the inhibition of the
enzyme activity by-products and dead-end reversible
inhibitors It is well known that this kind of analysis
provides useful information for the determination of
the kinetic mechanism of an enzyme catalyzed i eac-
tion, First, we tested the producís of the reaction,
NAD+ and leduced DCPIP Suiprisingly>NAD+didnot
inhibit the activity of the enzyme, even at concentra-
tions as high as 10 mM, and reduced DCPIP was dif-
ficult to work with (data not shown) Consequently, we
used AMP as a dead end reversible inhíbítor In con-
ti ast with the r esults obtained with NAD+ and reduced
DCPIP, AMP turned out to be a linear competitive
inhibitor of NADH, with a K{ = 5 5 ± 0.6 mM (Fig, 2A
and Table II), and a linear uncompetitive inhibitor of
the oxidized DCPIP, with a K, = 11 5 ± 0 7 mM (Fig.
2B and Table II) Replots of the reciprocal of Vmax and
VmJKm against the concenti ation of AMP displayed a
linear relationship (data not shown), indicating a lin-

IABLE í

Appaient Kinetic Constants for the Internal NADH
Dehydiogenase

Páramete*

" N A D H

" D c n r

"il.N'ADH

" ¡ i D c n f o.,)

K Dcni

Kinetic constants

83 6 ± 4 6 Mmol min"1 mg"'
9 4 ± 10 MM
6 2 ± 0 8 /iM

52 5 ± 28 8 /xM
115 2 + 70 3/xM
14 1 ± 1 3 iM
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FIG,, 2,, Inhibition of NADH dehydrogenase by AMP at vaiying
concentr ations of NADH oí DCPIP. The enzyme (1 5 /¿g/ml) was
incubated in 20 mM Mops-KOH buffer, pH 7 0, in the presence of
vaiying concenti ations of AMP and NADH at a fixed concentr ation of
DCPIP (30 fuM) or in the presence of vaxying concentr ations of AMP
and DCPIP at the fixed concentration of NADH (30 /*M) The con-
centrations of NADH were 5, 10, 15, 30, and 50 ¡xM; the concentra-
tions of DCPIP were 5, 10, 15, 30, and 50 tM and fox AMP the
concentrations were • 0; • 5; A 10; • 20; and • 4 0 ^ (A) Double-
reciprocal plot of the initial velocity with NADH as the variable
substtate (B) Double-reciprocal plot of the initial velocity with
DCPIP as the variable substrate

eai inhibítion, In addition, this inhibition pattern al-
lows the identification of the intemal NADH dehydro-
genase as a ping-pong flavoenzyme mechanism

In order to get the inhibition constant for the reduced
fbrm of DCPIP, we analyzed the time coinse of product
fbimation and fitted the data to the integiated rate
equation of the bi-bi ping-pong mechanism (12) Since
NADH had no effect on the activity of the enzyme, any
inhibition obseived in the curves was associated with
the second product, the reduced DCPIP The enzyme
was incubated in the piesence of différent concentr a-
tions of NADH and oxidized DCPIP and the zeaction
was allowed to proceed for 56 s (Fig 3), Nonlinear
regression analysis of the data was preformed as de-
scribed by Duggleby et ai, using the computei pro-
grams DNRP53 and AGIRÉ (13, 14) Global fitting of

IAB1E II

Inhibition Patteins and Kinetic Constants foi the
Inhibition of the Intemal NADH Dehydiogenase

by AMP and Flavone

Vaiied Fixed
Inhibitor substiate substrate Inhibition type K¡ (±SD)

AMP
AMP
Flavone
Flavone

NADH
DCPIP
NADH
DCPIP

DCPIP
NADH
DCPIP
NADH

Linear, C
Linear, UC
Hyperbolic,
Hyperbolic,

UC
NC

55 ±
11 5 ±
5.4 ±
7.1 ±

0 6mM
0.7 mM
0 6MM
1.1 tM

Note C, competitive inhibition; UC, uncompetitive inhibition; NC,
noncompetitive inhibition

the initial rates to the bi-bi ping-pong equation without
substrate inhibition,

v = Vmax * A*S/[irDCPIP * A + KNADH * B + A*B], [2]

iesultedinaifNADHof 14 5±l,7JuM, aî ocpipof 9.6 ±11
¡JM, and a Vmax of 9 0 ± 0 7 /xM mg"1 min"1 On the
othei hand, fitting the time course of product fbrmation
to the integr ated i ate equation of' the bi-bi ping-pong
mechanism gave essentially the same results: a KNADB
of 14 2 ± 0.4 ¡xM, a ÍCDCPIP of 9 1 ± 0 3 fxM, a V^ oí

1 19,3 ± 0 3 MM min"1 mg"1, and an inhibition constant
for zeduced DCPIP of 14 1 ± 1.3 ^M (Table I) As
shown in Fig, 3, there is a good agreement between the
experimental points and the theoretical curves, Thus,
with this approach it was possible to obtain the inhi-
bition constant associated with the second product, the
reduced DCPIP

50

FIG. 3., Time course of product foiraation by tbe internal NADH
dehydrogenase The enzyme (3 ¿ig/ml) was incubated in the presence
of diffetent concen ti ations of NADH and oxidized DCPIP in 20 mM
Mops-KOH buffer, pH 7 0. at 25°C, and the reaction was allowed to
pioceed for 56 s The reaction was initiated with the addition of the
enzyme and the decrease in absoibance at 600 nm was recoided
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FIG. 4, Effect of flavone on the activity of the intemal NADH
dehydrogenase of S. cerevisiae mitochondiia The enzyme (1.5 |i¿g/ml)
was incubated in 20 mM Mops-KOH buffer, 10 mM, pH 7.0, 30 f>M
NADH, 30 ¡xM. DCPIR, and the indicated concenti ations of flavone

Inhibition by flavone, It has been reported that fla-
vone inhibits specifically the activity of the intemal
NADH dehydrogenase of S cerevisiae mitochondria
(6), but it has no effect on complex I. Most of these
studies were done on whole mitochondria and the in-
hibition of the enzyme activity by this compound was
not fully characterized Thus, to leain more about the
mechanism of inhibition we decided to study further
the inhibition pattern, such that diffeient concentr a-
tions oí both substi ates and the inhibitor wei e used in
the experiments First, the enzyme was incubated in
the presence of satuiating concentr ations of NADH
and DCPIP and different concentr ations of flavone. It
was found that flavone is a poweiful inhibitoi of the
NADH dehydrogenase decreasing the activity of the
enzyme in the micromolai range Furthermor e, a le-
maining activity was present at saturating concentra-
tions of the inhibitor, pointing to a partial inhibition
(Fig 4).

To get a deeper understanding of the kinetic mech-
anism of the inhibition by flavone, the enzyme was
incubated with different concentr ations of flavone, at
several fixed concenti ations of eithei NADH or DCPIP,
and a constant concentr ation of the other substr ate
Figures 5A and 5B show the inhibition patterns pro-
duced by flavone. It was evident that the reciprocal
plots were linear fbr both substr ates, but the intercept
and slope replots were hyperbolic, indicating partial
inhibition (data not show), The inhibition pattera with
NADH as the variable substiate showed a fámily of
parallel lines, in agreement with a hypeibolic uncom-
petitive inhibition, On the other hand, we íbund a
family of intersecting lines when oxidized DCPIP was

the variable substr ate, indicating a hypeibolic noncom-
petitive inhibition The results suggest that flavone can
interact with two forms of the enzyme, F and F -
DCPIP, resulting in the production of the binary com-
plex F-flavone or the ternary complex F-DCPIP-fla-
vone In addition, the r esults str ongly suggest that the
ternary complex F-DCPIP-flavone is still able to cat-
alyze the reduction of DCPIP, although with lower
efficiency, Valúes of Kü (5 4 ± 0 6 fiM), Kis (7 1 ± 1 1
/xM)f and j3 (011 ± 0.02) were obtained by global fitting
of the data displayed in Figs 5A and 5B to the follow-
ing equation,

V =
(1 +

[A] + * [B] + [A]*[B]

[3]

13 ^
< S

lí

0 06 -

004 -

0 02 -

0 00 0 05 010 015

1/NADH (nM"1)

0 20

0 00 -

0 00 0 02 0 04 0 06 0 08

1/DCPIP i\M*)

0 10

FIG.. 5., Inhibition of the intemal NADH dehydiogenase by flavone
at varying concentr ations of NADH and DCPIP. The enzyme (1 5
jug/ml) was incubated in 20 mM of Mops-KOH buffer; pH 7.0, in the
presence of vaxying concentr ations of'ÑADH (5,10,15, 30, 50 ¿tM) or
DCPIP (5, 10,15, 30, 50 lM) and flavone (• 0; • 2.5; • 5; • 10; A 20;
and • 30 ¿tM). The concentiation of DCPIP ox NADH was fixed at 30
¡JM (A) Double-reciprocal plot of the initial velocity with NADH as
the variable substrate The concentration of DCPIP was fixed at 30
j*M. (B) Double-reciprocal plot of the initial velocity with DCPIP
as the variable substrate The concentiation of NADH was fixed at
30 MM
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where Vmax, ¿STNADH» and KQCPW were previously defined,
/3Vmax repiesents the maximal velocity at saturating
concentrations oí the inhibitor, and K» and Kia coire-
spond to the apparent intercept and slope inhibition
constants, respectively Table II summarizes the type
of inhibition and the valúes oí the inhibition constants
produced by AMP and flavone

Effect of pH on the stability of the internal NADH
dehydrogenase, An important step in the analysis of
the behavior of kinetic parameters with pH is the de-
termination of the stability of the enzyme at the se-
lected pH valúes In this way, any change in the activ-
ity can be ascribed to changes in the valúes of the Vmax
and not to the pH-dependent inactivation of the en-
zyme Therefbre, the stability of the enzyme was ex-
amined by two different procedures In the first one,
the enzyme (3 ¡ig/ml) was pieincubated at the desired
pH in the absence oí piesence of NADH, at 25°C in 20
mM buffer, At the indicated times an 80-^1 aliquot was
withdiawn and düuted in 1 mi of the standard buffei
(20 mM Mops-KOH, pH 7 0, 200 mM KC1, and satu-
rating concentrations of NADH and DCPIP) to mea-
suie the residual activity The second procedure was
based on the method described by Selwyn (15) The
enzyme (1 5-3 75 /¿g/ml) was added to a solution con-
taining 50 pM NADH, 40 ¡iM DCPIP, 20 mM oí the
bufíéi adjusted to the desiied pH, and 200 mM KC1.
The time course of product formation was measured
and the data plotted as repoited in (15). This method
has the advantage of raeasuiing the stability of the
enzyme undei catalytic conditions, in the piesence of
substrates and low concentrations of piotein

The results show that the free enzyme and the bi-
naiy complex E-NADH were highly stable in the pH
range fiom 5.5 to 8 0, maintaining the initial activity
after 10 rain incubation (data not shown) In addition,
Fig, 6 shows that the enzyme is also stable at low
piotein concentrations and in the presence of both sub-
strates Maximal stability was obseived at pH 5 0 and
6 5, when both curves (20 and 50 ¡ú enzyme) peifectly
overlapped, indicating no loss in activity On the othei
hand, we found a marginal inactivation at pH 8 5
Howeveí, the rate of inactivation at these high and low
pH valúes was too small to affect the measurement of
the initial rates in the first 10 s of incubation There-
fore, we concluded that it was safe to assume that the
enzyme was stable in the time domain used foi the
determination of the initial rates

Effect of pH on the Vmax ofthe internal NADH dehy-
drogenase In order to obtain the pH profiles íbr the
kinetic paiameteis and acquire information about the
catalytic impoitant groups, the enzyme (1 5-3 0 /xg/ml)
was incubated in 20 mM bufTer, in the presence of
varying concentrations of NADH and DCPIP, at the
indicated pH valúes A pH range of 5 5 to 8 0 was used

21 -

14 -

14 -

2000 4000 6000 8000 10000

Volume of enzyme solution x time (ml's)

FIG, 6 Eííect of pH on the stability of the internal NADH dehy-
drogenase The enzyme at two difíeient concentrations (1,5-3 ¿ig/ml)
was incubated in 20 mM of either Mes-KOH, pH 5 5, Mops-KOH,
pH 6.5, or Hepes-KOH, pH 8 5, in the presence of 50 ̂ M NADH and
40 juM DCPIP Ihe reaction was initiated with the addition of the
enzyme and the decrease in absoibance at 600 nm was recorded for
5 min (• 1 5; O 0 3 ^g/ml)

for the chaiacterization, since we found that the en-
zyme is highly unstable above and below this pH
range Nonlinear regression analysis with Eq [2] was
used to obtain the valúes of Vmax) KNADlí, and ÍTDCPIP and
to obtain the pK0 valúes of the groups involved in the
catalytic process the following equation was used for
the fitting procedure,

V.
K

-f 1 Q , -pií2+pH [4]

wheie p^'t and pK2 aie the acid dissociation constants
of the groups involved in catalysis. The pH profile of
Vmax shows two groups that titrate with a pKa of 5 3 ±
0.2 in the acidic limb and a p¿CQ of 7 2 ± 0 1 in the
alkaline limb (Fig 7),
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5 -

FIG. 7, Efíect of pH on the activity oí the internal NADH dehydio-
genase The enzyme (1 5-3 ,u,g/ml) was incubated at diñerent pH
valúes in 20 mM of the following buffeis: Mes-KOH, pH 5 0-6 5..
Mops-KOH, pH 6,5-7 5, or Hepes-KOH pH 7.5-8.5 in the piesence
of varying concentrations of NADH and DCPIP, and the Vmai was
obtained by nonlinear regression analysis of the data using Eq [1]

DISCUSSION

Mitochondria of S cerevisiae yeast cells lack complex
I but they contain an intemal NADH dehydrogenase
that catalyzes the oxidation of the NADH in the mito-
chondiial matrix The electrons of NADH are trans-
fened to ubiquinone withinthe membiane In contiast
with complex I, this enzyme is much simpler ñom a
structural point of view and does not pump protons
acioss the membrane Depending on the culture condi-
tions, this enzyme may or may not be essential foi cell
growth Mutants lacking the intemal NADH dehydio-
genase are unable to grow on highly oxidized carbón
sources like acétate and pyi uvate, but not on férmen-
tative carbón sources like glucose (4) Under "physio-
logical conditions" this enzyine is expressed when cells
change ñom fermentative to respir atory conditions (4)
ínter estingly, this enzyme, encoded by NDI1 gene (5),
belongs to a growing family of NADH dehydiogenases,
Member s of this family are found in the plasma mera-
brane of bacteria (16-20), and the internal membrane
of fungí (6, 21) and plant (22, 23) mitochondria.

It has been suggested that the internal NADH dehy-
drogenase ñom S. cerevisiae mitochondiia contains ei-
ther one oí two transmembrane segments (21), In sup-
port of this notion, it has been repoited that the solu-
bilization of some of the enzymes in this family of
dehydiogenases requires the addition of deteigent
(18-20, 23) For othei merabers of the fámily, the en-
zyme is released into the supernatant by mild treat-
ments, in the absence of detergents (16, 24) In the case
of the S cerevisiae internal NADH dehydr ogenase it is
likely that the enzyme is loosely associated to the mem-
brane through electi ostatic and hydrophobic ínter ac-

tions Although several algorithms predict eithei one
oí two transmembrane segments, a careful analysis of
these legions shows an arginine residue in the middle
of one of the putative transmembiane segments or
several pioline íesidues in the othei segment These
segments piobably interact with the internal face of
the membrane, facilitating the transfér of electrons to
the ubiquinone embedded in the lipid phase In suppor t
of this view, we observed that solubilization of the
enzyme by 0.18% Tritón X-100 requiíes high concen-
tiations of salt Howeveí, further work is required to
solve this problem

The kinetics of the intei nal NADH dehydiogenase is
consistent with the following scheme,

A (NADH) / W A D ) B(DCPÍ?m¡) ^(DCPIP red)

I t t
EA ^ * EP F

EAMP

O+Fla

where NADH binds first to the active site on the free
enzyme (E) followed by the transfei of two elections
ñom NADH to the piosthetic group of the enzyme
(FAD), such that the leduced fbim of the enzyme is
pioduced (F) The enzyme displays high specificity fbr
NADH (neithei NADPH ñor deamino NADH were ox-
idized by the enzyme), but accepts difféient quiñones
(Qo> Qii Q2) or artificial acceptois of electrons (DCPIP)
Inteiestingly, it seems that NAD+ does not interact
either with the free enzyme (E) or the reduced fbim oí
the enzyme (F), since concenti ations as high as 10 mM
did not afféct the activity, such that the reléase of the
first pioduct is an irreversible step in the reaction
cycle This result suggests that electrostatic ínter ac-
tions between the enzyme and the nicotinamide ring of
NADH are impoitant for the binding process In this
sense, repulsión of the NAD+ by a positively chaiged
group at 01 near the active site could explain the lack of
inhibition by NAD* Binding of the second substrate,
DCPIP 01 a quinone, induces the tiansfei of electrons
ñom FAD to the bound substrate In contrast with
complex I, this enzyme does not genérate free radicáis
during the catalytic cycle, since the reduction of ubiqui-
none occurs as a two-election transfer step (6) Analy-
sis of the time course of the reaction showed that the
second pioduct, reduced DCPIP, inhibited the enzyme
with a Ki oí 14.1 /xM In agieement with the proposed
ping-pong mechanism, AMP (an NADH analog) was a
linear competitive inhibitor of NADH and a linear un-
competitive inhibitor of DCPIP, and flavone was a par-
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tial inhibitor Carefül chaiacterization of this inhíbi-
tion showed that flavone (Fia) is a hyperbolic uncom-
petitive inhibitoi of NADH and a hypeí bolic
noncompetitive inhibitor of DCPIP The partial inhibi-
tion exeited by flavone was also observed in the pres-
ence of ubiquinone (Ql5 Q2) as substrate (data not
shown) Furthermore, the paitial inhibition is not an
aitifact of the purification, since it is still obseived in
intact mitochondria This was cleaily shown in HEK
293 cells transfected with the ínteinal NADH dehydro-
genase gene (25) Addition of an excess of flavone (500
jiiM) to digitonin-permeabilized transfected HEK 293
cells inctibated in the presence of glutamate plus
malate inhibited the consumption of oxygen by 80%,
leaving a remaining activity of 20% of the initial activ-
ity (25) In contiast, the addition of 5 ¡JM antimycin A
inhibited completely the respiíatory activity (25) Sim-
ilar results were obtained in mitochondiia isolated
from S cerevisiae cells Addition of up to 200 /xM fla-
vone to yeast mitochondiia incubated in the presence
of ethanol (to reduce the NAD+ in the mitochondrial
matrix) resulted in partial inhibition of the oxygen
consumption (data not shown),

Finally, to get infbimation about the amino acid res-
idues involved in the catalytic process we studied the
dependence of the kinetic parametei Vmax on pH, The
pH profile of Vmgx showed the contribution of one group
titiating with pKa oí 5 3 and a second ionizable gioup
with a pKa of 7 2 (Vmax) Independent expeiiments
showed that DCPIP deprotonates with a pKa of 5.8,
suggesting that the gioup associated with the acidic
limb in the Vmax might belong to DCPIP, Thus, depro-
tonation of this group in the active site of the enzyme
will inhibit the tiansfei of electrons from FAD to DCPI-
P^ If this is correct, binding of DCPIP0:¡ to the reduced
fbrm of the enzyme does not afíéct the pKa oí this
ionizable group The pKa oí 7 2 also suggests the in-
volvement of a histidine residue in the catalytic, Al-
though preliminary íesults showed irreversible inacti-
vation of the enzyme by diethylpyrocarbonate (a histi-
dine specific reagent), further work is required fbr the
identification of the íesidues involved in the pH pro-
files
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