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1. ABREVIATURAS

AMP Adenin monofosfato

DCPIP 2, 6-diclorofenolindofenol

DBQ 2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-benzoquinona decilbenzoquinona
NADH B-nicotinamida adenin dinucleétido reducido

Qo 2, 3-dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquinona



2. RESUMEN

Las plantas, los hongos y muchas bacterias poseen NADH deshidrogenasas
alternas que catalizan la misma reaccién que el complejo | de la cadena
respiratoria clasica de mitocondria, pero no contribuyen a la generacion de
gradientes proténicos transmembranales. En los organismos eucariontes, este
tipo de enzimas se encuentra en la membrana interna mitocondrial, con su sitio
catalitico orientado hacia la matriz mitocondrial (NADH:ubiquinona
oxidorreductasas alternas internas) o hacia el citoplasma (NADH:ubiquinona
oxidorreductasas alternas externas). Las mitocondrias de Saccharomyces
cerevisiae carecen del complejo |, pero contienen al menos dos
NADH:ubiquinona-6 oxidorreductasas (NADH deshidrogenasas) que acoplan la
oxidacién del NADH con la cadena respiratoria mitocondrial. La NADH
deshidrogenasa interna cataliza la transferencia. de electrones del NADH
intramitocondrial hacia la ubiquinona. Sin embargo, el mecanismo cinético de
esta enzima no esta bien definido. En este trabajo, se utiliz6 como sustratos de
la NADH deshidrogenasa intemma de S. cerevisiae a dos quinonas como
aceptores de electrones, la 2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquinona (Qo) Yy
decilbenzoquinona. Los patrones de velocidad inicial son congruentes con tres
mecanismos posibles para la reaccién de la NADH deshidrogenasa interna con
el NADH y las quinonas: 1) mecanismo al azar en equilibrio rapido, 2)
mecanismo al azar en estado estacionario y 3) mecanismo ordenado en estado
estacionario, mientras que para la reaccién con NADH y DCPIP se tuvo que el

mecanismo es de tipo ping-pong.



En cuanto al efecto de los cationes se encontré6 que tanto los cationes
monovalentes (Na*' y K*) como los divalentes (Ca**, Mg**) son activadores no
esenciales; es decir, que la catélisis puede ocurrir en su ausencia. Mediante
gréficos de competencia se comprobd que los cationes monovalentes actian en
un mismo sitio de la enzima; los divalentes también actian en un mismo sitio de
la enzima, aunque este sitio es distinto al sitio de accidén de los cationes

monovalentes.



3. ABSTRACT

Plants, fungi and many bacteria contain altemative NADH dehydrogenases that
catalyze the same reaction as complex | in the respirarory chain; however, they
do not contribute td the generation of transmembrane proton gradients. In
eucaryotes, this type of enzymes is associated with the inner mitochondrial
membrane, with their catalytic site facing to the mitochondrial matrix (internal
alternative NADH:oxidoreductases) or to the cytoplasm (extemél altemative
NADH:ubiquinone oxidoreductases). Mitochondria from Saccharomyces
cerevisiae lack complex |, but contain at least two NADH:ubiquinone-6
oxidoreductases (NADH dehydrogenases) that couple the oxidation of NADH to
the mitochondrial respiratory chain. The internal NADH dehydrogenase
catalyzes the transfer of electrons from intramitochondrial NADH to ubiquinone.
However, the kinetic mechanism is not fully established. Interesting results were
obtéined when two quinones, 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzoquinone (Qo)
and decylbenzoquinone (DBQ) were used as substrates of the intemal NADH
dehydrogenase from S. cerevisiae. Initial rate patterns suggest three possible
reaction mechanisms: 1) rapid equilibrium random mechanism, 2) steady-state
random mechanism and 3) steady-state ordered mechanism. In contrast, with
DCPIP as electfon acceptor, the enzyme follows a ping-pong mechanism.
Regarding the effects of cations, the results showed that monovalent (Na®*, K')
and divalent cations (Ca*", Mg“) are nonessential activators, indicating that the
reaction occurs in the absence of cations. With competition plots, it was found

that monovalent and divalent cations react with different sites.



4. INTRODUCCION

Las cadenas ftransportadoras de electrones situadas en la membrana
plasmética de bacterias y arqueas, o en la membrana interna de las
mitocondrias de organismos eucariontes, son las fabricas de energia de los
organismos que respiran. Estas cadenas transportadoras de electrones de
organismos fanto aerobios como anaerobios catalizan la transferencia de
electrones a partir de sustratos reducidos como el NADH o el succinato hasta el
oxigeno (en el caso de los organismos que llevan a cabo la respiracién
aerobia), o hasta otros compuestos oxidantes como el fumarato o el nitrato (en
el caso de los organismos que realizan el proceso de respiracién anaerobia). El
transporte de electrones en estas cadenas respiratorias estd acoplado a la
translocacion de protones a través de la membrana plasmética o de la
membrana intema mitocondrial, generando un potencial de membrana que
permite la sintesis de ATP a partir de ADP y P; mediante la ATP sintasa.

4.1 LA MITOCONDRIA

Las mitocondrias estan presentes en todas las células eucariotas que usan el
oxigeno en el proceso de la respiracién, el nimero por célula, la forma (esférica
o filamentosa) y el tamafio varian, no solo con el tipo de célula, sino también
con la fase del ciclo celular y con las condiciones de cultivo. Algunos
tripanosomas tienen sblo una mitocondria pero algunos ovocitos tienen hasta 3
x 10° mitocondrias. Las células de mamifero tipicas tienen varios cientos de
mitocondrias y las células de higado mas de 1000. Las células diploides de
Saccharomyces cerevisiae contienen de 15 a 29 mitocondrias, mientras que las
haploides de 7 a 17, y el volumen mitocondrial total es cercano al 12 % del
volumen celular. Las mitocondrias tipicas son del tamaiio de las celulas de E.
coli. En las levaduras miden alrededor de 0.3 um de ancho y 1 pm de largo,
pefo en las células en division su longitud es mayor a los 10 um (Broach ef al,
1891; Campbell y Duffus, 1988; Kockovéa-Kratochvilové, 1990).



Las mitocondrias estan formadas por dos membranas, la externa y la interna,
cada una de aproximadamente 57 nm de espesor. La membrana intema esta
plegada, de manera que forma crestas. El espacio que se forma entre la
membrana externa y la intemna es el espacio intermembranal, y el espacio que
se encuentra rodeado por la membrana intema es la matriz mitocondrial.

La mencién de las mitocondrias suele traer a la mente el ciclo del 4cido citrico,
la via de [a B-oxidacién del metabolismo de los &cidos grasos y la fosforilacion
oxidativa. Ademas de estos procesos importantes, ocurren muchos otros
eventos quimicos en ellas: las mitocondrias concentran iones Ca®* y controlan
la entrada y salida de Na*, K, dicarboxilatos, aminoécidos, ADP, Pi, ATP, y
muchas ofras sustancias, de este modo las mitocondrias ejercen funciones
reguladoras en secuencias catabdlicas y biosintéticas (Metzler, 2003).

En la década de los 40's llegd a ser claro que la formacién de ATP en la
mitocondria esta acoplada al transporte de electrones. La fosforilacion oxidativa
comienza con la entrada de los electrones en la cadena formada por log
transportadores de electrones organizados en complejos supramoleculares
embebidos en la membrana mitocondrial interna. El tratamiento suave de la
- membrana interna mitocondrial con detergentes permite la resolucion de cuatro
complejos transportadores de electrones, cada uno capaz de catalizar la
transferencia de electrones a través de una porcion de la cadena. Los
complejos | y Ii catalizan el transporte de electrones hacia ia ubiquinona a partir
de dos diferentes donadores de electrones: el NADH (complejo I} y el succinato
(complejo II). EI compiejo Il lleva los electrones desde el ubiquinol hasta el
citocromo ¢, y el complejo IV completa la secuencia transfiriendo los electrones
desde el citocromo ¢ hasta el O, Los complejos | — IV estan unidos
funcionalmente por dos transportadores de electrones solubles, la ubiquinona y
el citocromo c. |



La ubiquinona, soluble en Iipidos, esté presente en las membranas de bacterias
y las mitocondrias en cantidades relativamente grandes, comparadas con los
otros transportadores de electrones. La ubiquinona esté localizada en un punto
de convergencia de las ramificaciones de la cadena transportadora de
electrones, con donadores en cada extremo como el NADH, el succinato, ef
glicerol fosfato y la colina. Por su parte el NADH transporta electrones entre las
deshidrogenasas en el citoplasma y entre deshidrogenasas solubles en la
matriz mitocondrial y las fltavoproteinas embebidas en la membrana intema. La
ubiquinona transfiere electrones y protones entre proteinas dentro de la bicapa
lipidica de la membrana (Nelson y Cox, 2000).

4.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE L.OS COMPLEJOS | -V

4.2.1 COMPLEJO I: NADH-UBIQUINONA.

E! complejo |, también llamado NADH:ubiquinona oxidorreductasa, oxida al
NADH, que producen en la matriz mitocondrial muchas deshidrogenasas; entre
estas se encuentran la piruvato, la 2-oxoglutarato, la malato y la isocitrato
deshidrogenasas, las cuales funcionan en el ciclo de los acidos tricarboxilicos;
la B-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa del sistema de la B-oxidacién de los acidos
grasos, y la 2-hidroxibutirato, la glutamato y la prolina deshidrogenasas. El
complejo | esta compuesto de al menos 42 cadenas polipeptidicas diferentes,
incluyendo una flavoproteina que contiene un grupo FMN, y por lo menos seis
centros fiermo-azufre. El complejo | de la mitocondria cataliza dos procesos
simultaneos y obligadamente acoplados: 1) la transferencia exergonica de un
ion hidruro del NADH y un protén de la matriz a la ubiquinona:

NADH + H+ Q 5 NAD' + QH;
y 2) la transferencia de cuatro protones de la matriz hacia el espacio

intermembranal. El complejo | es, por lo fanto, una bomba de protones activada
por la energla liberada por la oxidacién de NADH. La reaccion que cataliza es



vectorial, es decir, que mueve los protones en una direccion especifica, desde
la matriz mitocondrial al espacio intermembranal.

Para enfatizar la naturaleza vectorial del proceso, la reaccién total se escribe
frecuentemente con subindices que indican la localizacion de los protones: P
para el lado positivo de la membrana interna (espacio intermembranal) y N para
el lado negativo (la matriz mitocondrial):

NADH + 5H'y+Q ————> NAD'+ QH,+ 4H's

El amital (un barbiturico), la rotenona (producto de una planta y que
comunmente se usa como insecticida) y la piericidina A (un antibiético) inhiben
el flujo de electrones desde los centros Fe-S del Complejo | hasta la ubiquinona
y por lo tanto bloquean el proceso completo de la fosforilacion oxidativa.

4.2.2 COMPLEJO lI: SUCCINATO - UBIQUINONA

El complejo il corresponde a 'a succinato deshidrogenasa, la Gnica enzima
del ciclo del acido citrico unida a la membrana. La enzima contiene un dominio
periférico, expuesto a la matriz mitocondrial y un dominio membranal que tiene
los sitios de unién a la ubiquinona. La parte periférica esta formada por dos
proteinas. La primera de ellas, la subunidad A, es una flavoproteina que tiene el
sitio de unién para el succinato y, como grupo prostético, un FAD unido
covalentemente. La segunda proteina, la subunidad B, presenta tres centros
fierro-azufre. Por otra parte, el dominio transmembranal contiene dos cadenas
polipeptidicas, las subunidades C y D, cada una con tres segmentos
transmembranales que tienen una estructura secundaria de alfa hélice. Los
electrones pasan del succinato al FAD y, a través de los centros Fe-S, a la
ubiquinona.

Otros sustratos pasan elecfrones a la ubiquinona mediante deshidrogenasas
altemas, por ejemplo. aci-CoA deshidrogenasa y  glicerol  3-fosfato
deshidrogenasa. El efecto de cada una de estas enzimas que transfieren



electrones es contribuir a la poza de ubiquinonas reducidas. El ubiquinol (QHz)
que proviene de todas estas reacciones es reoxidado por el complejo Ili, el
siguiente componente en la cadena mitocondrial transportadora de electrones.

4.2,3 COMPLEJO Iil: UBIQUINONA - CITOCROMO ¢

El Complejo I, también Illamado Complejo citocromo becy o©
ublquinona:citocromo ¢ oxidorreductasa, acopla la transferencia de
electrones del ubiquinol (QH>) al citocromo ¢ con el transporte vectorial de
protones desde la matriz hasta el espacio intermembranal.

El complejo es un dimero de mondmeros idénticos, cada uno con 11
subunidades diferentes. El nucleo funcional esta constituido por 3 subunidades:
el citocromo b, la proteina fierro-azufre o Rieske y el citocromo ¢y. El complejo
tiene dos sitios de unién distintos para la ubiguinona: Qn y Qp, los cuales
corresponden a los sitios de inhibicion por dos farmacos que bloquean la
fosforilacion axidativa. La antimicina A bloquea el fiujo de electrones del grupo
hemo by a Q, uniéndose a Qy. El mixotiazol previene el flujo de electrones.de
QH; a la proteina fierro-azufre, se une a Qp.

El citocromo ¢ es una proteina soluble del espacio intermembranal. Después
que su grupo hemo acepta un electron del Complejo lll, el citocromo ¢ se
mueve hacia el Complejo IV para donar el electrdbn a un centro binuclear de
cobre en esa enzima.

El complejo lll cataliza la transferencia de dos electrones del ubiquinol a dos
molécutas de citocromo ¢, como se ve en la siguiente ecuacion:

QHs + 2H'y + 2¢€Cit Coxdadte —> Q+ 4H' + 2 clt Creducido



4.2.4 COMPLEJO IV: CITOCROMO ¢ -0:

En el paso final de la cadena respiratoria, el Complejo IV, también llamado
citocromo ¢ oxidasa, lisva los electrones del citocromo ¢ al oxigeno molecular,
reduciéndolo a H>0. El complejo [V también es una enzima (13 subunidades; M,
204,000) de la membrana intema mitocondrial.

Por cada cuatro electrones que pasan a través de este complejo, la enzima
consume cuatro H* de a matriz (fado n) para convertir el O, en dos moléculas
de H20. También utiliza la energia de esta reaccion redox para bombear un
protébn hacia el espacio intermembranal (lado p) por cada electrén que pasa,
sumandose al potencial electroquimico producido por los complejos |y il La
reaccion completa catalizada por el complejo iV es:

4 cit C(reducido) ¥ BH+N + Oz ﬁ 4 cit C(oxidado) ¥ 4H‘p + H:O

4.3 LAS NADH DESHIDROGENASAS Y OXIDASAS ALTERNAS EN
PLANTAS, HONGOS Y BACTERIAS

Las mitocondrias de las plantas y hongos se parecen a las de los mamiferos en
muchos aspectos, pero contienen deshidrogenasas adicionales y algunas veces
utilizan rutas altemativas para el transporte de electrones. Las mitocondrias son
impermeables al NADH (Bakkert et a/, 2001); sin embargo, las reacciones de la
glicdlisis y otras deshidrogenaciones en el citoplasma reducen répidamente el
NAD* disponible a NADH, por lo que este compuesto se debe oxidar a NAD*
para que la glicdlisis siga funcionando. Las mitocondrias de animales tienen
sistemas de lanzaderas para lievar los equivalentes reductores del NADH al
interior de la mitocondria. Dos de estos sistemas son la lanzadera de glicerol
fosfato y la lanzadera de malato-aspartato. En contraste, las mitocbndrias de los
hongos y las plantas poseen diferentes tipos de deshidrogenasés embebidas
en la membrana interna mitocondrial. Algunas estan orientadas hacia la matriz y
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oxidan el NADH producido en el ciclo de Krebs y la ﬁ-mddadién, mientras que
otras estdn orientadas hacia el exterior, es decir, hacia el espacio
intermembranal y son capaces de oxidar el NADH formado en el citoplasma.

Asi, ademas de la NADH deshidrogenasa clésica sensible a la rotenona, existen
otras enzimas que catalizan la misma reaccion quimica en las cadenas
respiratorias aerobias. Las NADH:quinona oxidorreductasas del tipo Il, también
llamadas NADH deshidrogenasas insensibles a rotenona (NDH-2), se
encuentran en las cadenas respiratorias de bacterias (ej. Escherichia coli) y
arqueas (ej. Acidianus ambivalens) (Gomes ef al, 2001), asi como en
organismos eucariontes de los reinos de los hongos (Joseph-Horme ef al, 2001)
y las plantas (Kerscher, 2000; Rasmusson eof a/, 1999). Las NADH
deshidrogenasas del tipo Il (Nqr) -también ilamadas NADH:quinona
oxidorreductasas translocadoras de Na'- se encuentran en las cadenas
respiratorias de algunas bacterias (e]. Vibrio cholerae) (Barquera ef al, 2004).

Las estrategias para la oxidacion del NADH pueden ser muy diversas y esto se
puede inferir de que existen organismos con 1) un sblo tipo de NADH
deshidrogenasa, 2) dos tipos de NADH deshidrogenasas, y 3) los tres tipos de
NADH deshidrogenasas. Los organismos aerobios contienen al menos un tipo
de NADH deshidrogenasa y esto concuerda con la importancia fisioldgica de
mantener un balance en la relacién [NADHYNAD).

El principal equivalente reductor que se sintetiza en el metabolismo central de la
célula es el NADH, convirtiéndolo en el principal donador de electrones de las
cadenas respiratorias. En los procariontes, el NADH se produce principaimente
por dos enzimas glicoliticas, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la
piruvato deshidrogenasa, y por tres enzimas del ciclo de los &cidos
tricarboxflicos, la isocitrato deshidrogenasa, a-oetoglutag'ato deshidrogenasa y
malato deshidrogenasa. En los eucariontes las reacciones del ciclo de Krebs se
llevan a cabo en la matriz mitocondrial, produciendo NADH mitocondrial. La
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coenzima reducida es oxidada mediante las NADH deshidrogenasas de la
cadena respiratoria, conservandose la energia en el potencial electroquimico
transmembranal. Ademés de este importante papel de produccién de energla,
el NADH es una fuente potencial de NAD", el principal oxidante celular. Debido
a que la concentracidon de NAD" es pequefia en comparacion con ia cantidad de
sustratos que se oxidan, el NADH que resulta de las reacciones de oxidacion
debe ser reoxidado répidamente para restablecer los niveles de NAD”
asegurando de esta manera que la oxidacidn de los sustratos no se detenga por
la falta de NAD®. Otro punto importante es el hecho de que la relacién
[INADHIINAD"] es responsable de la regulacion de algunas rutas que llevan a la
sintesis de ATP, por lo que el requerimiento celular de NAD" convierte en
ocasiones a la reoxidacion del NADH en una prioridad tan importante como ia
sintesis de ATP. Aunque la oxidacién de una molécula de NADH por medio de
las NDH-2 genera menor cantidad de ATP comparada con la misma oxidacion
realizada por el compiejo |, su actividad puede ser esencial cuando la refaciéon
[NADH)NAD"] es muy alta (Metzler, 2003).

Por otro lado, las mitocondrias de todas las plantas, muchos hongos, con
excepcion de S. cerevisiae y Sch. Pombe (Joseph-Home et a/,2001), y algunos
protozoarios (Fang y Beattie, 2003) contienen, ademas de la citocromo ¢
oxidasa, una oxidasa terminal que es resistente a cianuro, azida, monéxido de
carbono y 6xido nitrico, pero es sensible a 4cidos hidroxamicos, tales como el
benzohidroxamato (BHAM) o el salicilhidroxamato (SHAM), y a los alquil galatos
como el n-propil galato (Joseph-Home et al, 2001; Calegario ef al, 2003). Esta
‘oxidasa altemna se encuentra en la membrana intema mitocondrial, recibe
electrones del ubiquinol y cataliza la reducciéon del oxigeno. En esta ruta de la
cadena respiratoria no se bombean protones, por lo que no se conserva
energia.

Los inhibidores de la citocromo ¢ oxidasa inducen la transcripcion de la oxidasa
alterna tanto en plantas como en hongos, asf como factores ambientales como
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las bajas temperaturas (Calegario et al, 2003; Gonzalez-Meler et al, 1999) e
infecciones por patdégenos en el caso de las plantas (Umbach y Siedow, 2000).

La actividad de la oxidasa alterna en plantas se incrementa considerablemente
después de la reduccién de un puente disulfuro, dando como resultado una
proteina homodimérica unida no covalentemete. La enzima reducida se activa
por a-ceto acidos, en particular, el piruvato (Day y Wiskich, 1995). La oxidasa
altema de hongos no se estimula con piruvato, pero si con nucledtidos de
purina (ADP, AMP y GMP). A diferencia de la de plantas, es una enzima
monomérica (Affourtit ef al, 2001; Umbach y Siedow, 2000).

Se ha propuesto que la oxidasa altermna es importante en condiciones en las que
los citocromos de la cadena respiratoria clésica se encuentran dariados o
bloqueados, permitiendo el funcionamiento de ciclo de Krebs y protegiendo a la
célula contra el estrés oxidativo (Affourtit et &/, 2001).

4.4 LAS NAD(P)H:QUINONA OXIDORREDUCTASAS TIPO II

Un hecho particularmente relevante es el papel que juegan las NADH
deshidrogenasas del tipo |l, ya que se ha observado que en varios organismos
es el nico tipo de NADH deshidrogenasas presente (Kerscher, 2000).

Las NDH-2 son polipéptidos con masas moleculares de alrededor de 50 kDa,
que catalizan la transferencia de electrones del NAD(P)H a las quinonas, sin
translocar protones. Estas enzimas son resistentes a los inhibidores especificos
del Complejo I: piericidina A, capsaicina Yy rotenona, pero se inhiben
parcialmente por la flavona (Melo et a/, 2004; Veldzquez y Pardo, 2001). Las
estructuras primarias de estas proteinas suelen contener dos motivos GXGXXG
dentro de estructuras B-o-B para la union de NAD(P)H y de flavin-adenin
dinuclettido (FAD) (de Vries et al, 1992). En la mayoria de los casos, las
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enzimas que oxidan al NADH también pueden oxidar NAD(P)H, el cual es
estructuralmente similar al NADH con la excepcion de que un grupo fosfato
reemplaza el grupo hidroxilo de la posicion 2 en la ribosa del AMP. Existen
también algunas NDH-2 que, ademas de la caracteristica tipica de dos sitios de
union a ADP, muestran un motivo “EF-hand” que une calcio (Taiz y Zeiger,
2002).

4.4.1 CLASIFICACION DE LAS NADH DESHIDROGENASAS DEL TIPO H

Las deshidrogenasas NDH-2 se clasifican en tres grupos:

GRUPO A: comprende las NDH-2 con dos motivos .de unibn a adenin-
dinucleétidos, involucrados en la unién no covalente de NAD(P)H y flavinas. Las
enzimas de este tipo se encuentran en arqueas, bacterias y eucariontes.

GRUPO B: comprendé las NDH-2 que poseen dos motivos de unién a adenin
dinucleétidos y un pliegue conservado tipo “EF-hand”. Hasta la fecha se ha
reportado que estas enzimas s8 encuentran exclusivamente en eucariontes,
principalmente en hongos y plantas.

GRUPO C: comprende las enzimas con un solo motivo en la secuencia primaria
de aminodcidos GXGXXG conservado en un pliegue Bof y .oon una flavina
unida covalentemente. En la estfuctura primaria de algunas de estas proteinas,
la ausencia de la segunda region para la unién de dinucledtidos coincide con la
presencia de un residuo conservado de histidina, sugiriendo que éste puede
estar involucrado en la unién covalente de la flavina. Este tipo de enzimas esta
presente Unicamente en las arqueas hipertermofilicas (Melo et a/, 2004).

4.4.2 INTERACCION DE LAS NDH-2 CON LA MEMBRANA

Las membranas estan compuestas por una monocapa de lipidos en el caso de
las arqueas o por una bicapa de lipidos en el caso de bacterias y mitocondrias,
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son hidrofilicas en las superficies externas e hidrofébicas en el interior. El
método mas simple para el anclaje de proteinas en la membrana involucra una
a-hélice transmembranal que atraviese la membrana una sola vez. Una forma
altemativa para el anclaje de proteinas en la membrana es mediante «-hélices
paralelas al plano de la membrana. En este caso, las a-hélices suelen ser
anfipaticas, con residuos polares predominando a lo largo de un lado de la
hélice y cadenas no polares en el lado opuesto de la estructura de la hélice.
Algunos ejemplos de este tipo de asociacion a la membrana son la
prostaglandina sintasa y las succinato:oxidorreductasas del tipo E. Con
respecto al anclaje de las NDH-2 a la membrana hay controversia, ya que no se
predicen hélices transmembranales. La ausencia de estas hélices y la
observacion de que los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos se encuentran
en lados opuestos en algunas de las a-hélices, sugieren una interaccion
proteina-membrana a través de contactos hidrofébicos de estas a-hélices
anfipaticas con la membrana (Melo ef a/, 2004).

La ausencia de dominios transmembranales en la mayoria ae las NDH-2
corrobora el hecho de que estas enzimas no confribuyen directamente a la
formacidn de un potencial transmembranal. De hecho, la reaccién que catalizan
se puede llevar a cabo en un solo lado de la membrana, por lo que no se
translocan protones a través de la misma.

44.3 NADH DESHIDROGENASAS DEL TiPO U EN ORGANISMOS
PROCARIONTES Y EUCARIONTES

Un gran nimero de microorganismos contiene NADH:quinona oxidorreductasas
del tipo tl (Tabla 1; Howitt ef a/, 1999), pero s6lo unas cuantas han sido aisladas
y estudiadas con detalle. A finales de los 1960's, Bragg y Hou reportaron la
actividad de dos NADH deshidrogenasas distintas en E. coli; las cuales
cofrasponden a la NDH-1 y la NDH-2. La estructura primaria de la NADH-2
presenta dos motivos de unién a ADP, por lo que se le incluye dentro del grupo
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A. La forma madura de esta NDH-2A tiene una masa molecular de
aproximadamente 45 kDa y esta orientada hacia el citosol. Esta enzima oxida
Gnicamente al NADH y no genera fuerza protén-motriz antes de la ubiquinona
(Melo et al, 2004).

Desde la identificacién de la NDH-2 de E. coli, se han encontrado varias
enzimas homélogas en diversos organismos. Por ejemplo, en la cadena
respiratoria de Azofobacter vinelandii existe una enzima del grupo A, que
contiene dos regiones de uniébn a ADP y es resistente a la capsaicina. Esta
enzima es particularmente activa a altas concentraciones de oxigeno, en
contraste con la baja actividad del complejo | en estas condiciones (Bertsova et
al, 2001).

Existe evidencia bioquimica de la existencia de NDH-2 del grupo C en las
arqueas Suffolobus metallicus y Acidianus ambivalens (Gomes ef al, 2001). Las
enzimas purificadas de ambos organismos catalizan la reaccion de
oxidorreduccion entre el NADH y la quinona. Estas proteinas son monomeros
con masas moleculares aparentes de 47 y 49 kDa, respectivamente, y tienen
una molécula de FMN unida covalentemente. Los potenciales de reduccién
promedio del FMN de las enzimas de A. ambivalens y S. metallicus son de 70 y
160 mV, respectivamente, los cuales son muy altos comparados con el
potencial de reduccion del FAD de la NDI1 de S. cerevisiae, el cual es de —370
mV (Melo ef a/, 2004).

La NDH-2 de Trypanosoma brucei es el primer ejemplo de una NDH-2
eucarionta que contiene FMN. A diferencia de la NDH-2 de arqueas, en la
enzima de T. brucei el FMN no esta unido covalentemente. Esta NDH-2 se ha
descrito como un dimero funcional de monémeros de 33 kDa, con el sitio
catalitico orientado hacia la matriz. Es una enzima del grupo A (Melo et al,
2004).
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La levadura aerobia estricta Yarrowia lipolytica contiene dos NADH
deshidrogenasas, una NAD(P)H deshidrogenasa del tipo Il -que esta orientada
hacia la cara externa de {a membrana interna mitocondrial- y el complejo I,
capaz de oxidar el NADH de la matriz mitocondrial (Kerscher ef al, 1999;
Kerscher et al, 2001). En las mitocondrias de Neurospora crassa se han
identificado dos enzimas para la oxidacién del NADH y NADPH citosélico. Una
corresponde a la NDE-1, la cual oxida NADPH y es dependiente de calcio; es
decir, contiene un motivo EF-hand ademéas de las dos regiones de union a
ADP, por lo que es una enzima que pertenece al grupo B. La otra corresponde
a la NDE-2, la cual oxida NADH. N. crassa también contiene una NADH
deshidrogenasa interna (NDI1) insensible a rotenona, que oxida el NADH de la
matriz mitocondrial (Melo ef af, 2001).

Tabla 1. Distribucién de NADH:quinona oxidorreductasas en genomas
totalmente secuenciados de procariontes aerobios o facultativos.

ORGANISMO NDH-1 NDH-2 Ngr
Aeropyrum pemix Si ' C No
Agrobacterium tumefaciens Si A No
Aquifex aeolicus Si C No
Bacillus subtilis No A Si
Bacteroides thetaiotaomicron Si A No
Bradyrhizobium japonicum Si A No
Brucella melitensis Si A No
Campylobacter jejuni Si No No
Chlamydia pneumoniae No No Sl
Chlamydophila caviae No No Si
Corynebacterium efficiens No A No
Deinococcus radiodurans Si A No
Enterococcus faecalis No A No
Escherichia coli Si A No
Geobacter suffumreducens Si A No

17



Tabla 1. Continuacién

ORGANISMO NDH-1 NDH-2 Ngr
Haemophilus influenzae No A Sl -
Halobacterium spp. Si A No
Helicobacter pylon Si No No
Lactococcus lactis No A No
Lepfospira interrogans Si A No
Listena innocua No A No
Magnetococcus spp. Si No No
Mesorhizobium loti Si A No
Methanosarcina acetivorans Si A Si
Mycobacterium tubercolosis Si A No
Neisseria meningitidis Si No Si
Nitrosomonas europaea Si No Si
Nostoc spp. Si A No
Oceanobadcillus iheyensis 'No A No
Pasteurella multocida No No Si
Pirellula spp. No A Si
Porphyromonas gingivalis No No Si
Prevotslia intermedia Si No Si
Pseudomonas aeruginosa Si A Si
Pyrobaculum aerophifum Si Si No
Ralstonia solanacearum Si A No
Rickettsia prowazekii Si A No
Salmonella enterica Si A No
Shewanella oneidensis Si A Si
Shigella flexneri Si A No
Sinorhizobium meliloti Si A No
Staphylococcus aureus No A No
Streptococcus agalactiae No A No
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Tabla 1. Continuacién

ORGANISMO NDH-1 NDH-2 Ngr
Streptomyces coelicolor Si A No
Suffolobus soffataricus Si AC No
Sulfolobus tokodaii Si A C No
Synechocystis spp. - 8i A No
Thermoplasma acidophilum Si C No
Thermoplasma volcanium Si C No
Thermosynechococcus elongatus Si AC No
Tropheryma whipplei No A No
Vibrio cholerae No A Si
Wigglesworthia glossinidia No A No
Wolinella succinogenes Si No No
Xanthomonas axonopodis Si A No
Xylella fastidiosa Si No No

| Yersinia pestis * Si A Si

Nota: Los datos se obtuvieron de la base do datos TIGR

Las cadenas fransportadoras de electrones de las mitocondrias de plantas
fambién contienen NAD(P)H:quinona oxidorreductasas de! tipo 1l. Existen dos
NAD(P)H deshidrogenasas externas, dependientes de calcio, que oxidan el
NADH y el NADPH citosdlicos directamente. La concentracién de Ca®
necesaria para obtener la mitad de la velocidad maxima, in vitro, es de 0.1 0.5
1M, que esta dentro del intervalo de concentraciones de Ca?* libre en el citosol
de una célula de planta, el cual es de 0.1 — 0.2 uM. También se han detectado
tres NAD(P)H deshidrogenasas orientadas hacia la matriz mitocondrial: 1) el
complejo |, 2) una NADH deshidrogenasa interna que no bombea protones y
que es independiente del Ca?*; esta enzima tiene una afinidad por el NADH 10
veces menor que la det complejo 1 y 3) una NADPH deshidrogenasa intema que
no bombea protones y que es dependiente de Ca®" (Taiz y Zeiger, 2002).
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Se han purificado NAD(P)H deshidrogenasas de 32, 42, 58, 26 y 43 kDa a partir
de mitocondria de betabel (Menz y Day, 1996). También se han descrito dos
cDNAs diferentes en papa (Solanum tuberosum), homélogos de los genes que
codifican para las NADH deshidrogenasas insensibles a rotenona en levaduras
y bacterias. Las proteinas tienen masas moleculares de 55 kDa (NDA1) y 65
kDa (NDB1) aproximadamente y estén localizadas en la superficie intema y
externa de la membrana interna mitocondrial, respectivamente (Rasmusson et
al, 1998). En Arabidopsis thaliana se han identificado tres tipos distintos de
NDH-2: 1) dos genes parecidos a los nda, uno de los cuales, ndaf, muestra
expresion dependiente de luz, 2) cuatro genes estrechamente relacionados con
ndb1y 3) un homélogo nuevo, ndc1, el cual esté asociado con los genes de las
NDH-2 de cianobacterias (Michalecka ef al, 2003).

45 LAS NADH DESHIDROGENASAS MITOCONDRIALES OE
Saccharomyces cerevisiae

La cadena respiratoria de la levadura aerobia facultativa S. cersvisiae no
contiene complejo |. La oxidacidn del NADH citosélico e intramitocondrial se
lleva a cabo por dos NADH deshidrogenasas extemas (NDE1 y NDE2) y una
NADH deshidrogenasa intema (NDI1) (Joseph-Home et a/, 2001).

S. cerevisiae carece de transhidrogenasas (Anderiund ef a/, 1999) y debido a
que el par redox NAD*/NADH no puede atravesar la membrana mitocondrial, se
requieren sistemas para la reoxidacién del NADH. Este proceso de reoxidacion
del NADH es importante en condiciones aerobias y anaerobias y se lleva a cabo
tanto en la mitocondria como en el citosol. Varios procesos resultan en la
produccion neta de NADH, y éstos, a diferencia de la fermentacién alcohdlica,
no son neutros en términos de 6xidoreduccion. La mayor parte del exceso en la
formacién de NADH citosélico esta relacionado con la produccién de biomasa
(Albers of al, 1996). La sintesis de proteinas, éacidos nucleicos y lipidos
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altamente reducidos son procesos que estan asociados a asimilacion de NADH.
En particular, el NADH se produce en las rutas de biosintesis de aminoacidos
(Albers et al, 1996). En condiciones anaerobias, el unico medio por el cual S.
cerevisiae puede reoxidar el NADH es la produccién de glicerol (Cronwright et
al, 2002). En condiciones aerobias, existen varios sistemas para levar los
electrones del NADH citosélico hacia la cadena transportadora de electrones
(Bakkert ef a/, 2001; Rigoulet ef al, 2004). Los sistemas mas importantes son
las dos NADH deshidrogenasas externas y la lanzadera de glicerol-3-fosfato
(Larsson et al, 1998). Se ha demostrado que el sistema Ndel1p/Nde2p
(localizado en la membrana interna mitocondrial con el sitio catalitico orientado
hacia el espacio intermembranal), es el responsable de la oxidacién directa del
NADH citosdlico (Luttik ef al, 1998), mientras que la NADH deshidrogenasa
interna, con su sitio catalitico orientado hacia la matriz mitocondrial, es la
responsable de oxidar el NADH intramitooondrial {Marres ef al, 1991).

Las NADH deshidrogenasas externas tampoco bombean protones. Los genes -
que codifican para estas enzimas se identificaron sobre {a base de su similitud
con la NDI1. La secuencia de aminoacidos de la Nde1p presenta una identidad
del 48% a la de Ndi1p y la secuencia de la Nde2p presenta una identidad del
46% a la de Ndi1p. La identidad de las secuencias peptidicas entre la Nde1p y
la Nde2p es de 62% (Joseph-Home ef a/, 2001; Small y McAlister:Henn, 1998).

La NADH deshidrogenasa interna cataliza la transferencia de dos electrones del
NADH de la matriz mitocondrial a la ubiquinona. El gen nuclear unico, NDI1,
codifica para una proteina precursora de 57 kDa, con una secuencia sefial N-
terminal de 26 aminoacidos que se elimina cuando se importa a la mitocondna.
La proteina madura consiste de una sola subunidad con una masa molecular de
53 kDa, que contiene FAD unido no covalentemente (de Vries y Grivell, 1988).
La enzima es insensible a rotenona y a piericidina A, pero se inhibe
parcialmente por flavona.
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La transferencia de electrones desde el NADH hasta la ubiquinona no
contribuye a la generacién de una fuerza protén-motriz a través de la membrana
intema mitocondrial. La NADH deshidrogenasa intema reacciona
especificamente con el NADH; sin embargo in vitro puede emplear diferentes
aceptores de electrones, como la ubiquinona-2, la ubiquinona-6 -la cual es el
aceptor de electrones endégeno o natural,- el 2,6-diclorofenolindofenot y el
ferricianuro. Se ha reportado una Knwaowy de 9.4 uM empleando como aceptor
de electrones al 2,6-diclorofenolindofeno! (Veldzquez y Pardo, 2001), mientras
que con Qg s de 31 pM (de Vries y Grivell, 1988).

La afinidad de las NADH deshidrogenasas del tipo Il por el NADH es un punto
delicado, ya que los datos disponibles para estas enzimas son insuficlentes
para hacer una generalizacion prudente. El intervalo del valor de las Kawynap) @S
muy amplio, y va desde 2 uM en S. metallicus (Melo ef al, 2004), 13 uM en A.
vinelandii (Bertsova et a/, 2001) hasta 50 pM en E. coli (Melo et al, 2004).

Las NADH:quinona oxidorreductasas del tipo li son un ejemplo de enzimas
aparentemente redundantes, pero que juegan papeles cruciales en la fisiologia
de la célula. La plasticidad que introducen en el metabolismo celular se deriva
de que sus funciones pueden cambiar segun el organismo al que pertenecen y
a las condiciones a las que se someten, haciendo de ellas un tema de
Investigacion importante.
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5. OBJETIVOS

> Determinar el mecanismo cinético de la NADH deshidrogenasa intema

de mitocondrias de S. cerevisiae utilizando quinonas como sustrato.

2  Determinar si el DCPIP y la quinona interactian con el mismo sitio en la

enzima.

> Determinar el efecto de los cationes monovalentes y divalentes sobre la

NADH deshidrogenasa interna.

e 4 Determinar si el sitio de interaccion de cationes monovalentes y

divalentes es el mismo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 REACTIVOS

El DEAE Bio-gel se adquirié de Bio-Rad. La B-nicotinamida adenin dinucleétido
en su forma reducida (NADH), el 2, 6-diclorofenol indofenol (DCPIP), el acido 3-
N-morfolinopropanesulfonico (MOPS), el tris-hidroximetil-aminometano (TRIS-
base), y la 2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquinona (Qp)se adquirieron de Sigma
Chemical Co. La 2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-benzoquinona (DBQ) fue
donada por el Dr. Rafael Moreno (Instituto Nacional de Cardiologia, México). El
Triton X-100 al 10% se adquirié de Calbiochem.

6.2 CEPA

Para la obtencién de la enzima se empleé la cepa de S. cerevisiae CEN.PK167-
2B (nde1Ande2A), que Unicamente expresa la NADH deshidrogenasa interna,
donada por el Dr. Peter Kétter (Universidad de Frankfurt). La cepa se cultivd en
medio YPD (glucosa al 2%, extracto de levadura al 1%, bactopeptona al 1%),
en agitacion a 30°C por 24 horas.

6.3 OBTENCION DE LAS MITOCONDRIAS

Las células se centrifugaron por 5 minutos a 2000 x g y se lavaron dos veces
con agua destilada y el paquete se resuspendié con amortiguador Tris-HCI 50
mM, pH 7.5 (20 mL/6 g de peso hiimedo), se afiadié B-mercaptoetanol (7 uL/20
mL de suspension celular) y la suspension celular se incubé a 30°C por 10
minutos, se centrifugd (5 minutos a 2000 x g) y el paquete se resuspendioé con 1
mL de amortiguador A (600 mM sorbitol, 50 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, pH 7.4)
por gramo de peso humedo. Las células se rompieron con perlas de vidrio en
un “bead beater” en presencia de fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) disuelto en
dimetil sulféxido (DMSO) (1 mM concentracién final). La suspensién que se
obtuvo de la ruptura se centrifugd (5 minutos a 2000 x g, 4°C) y a partir del
sobrenadante se obtuvieron las mitocondrias por centrifugacion (10 minutos a
12,000 x g, 4°C).
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6.4 OBTENCION DE LA ENZIMA

Las mitocondrias se resuspendieron en amortiguador Tris-HCI 20 mM, EDTA
1imM, pH 7.6, a una concentracién final de proteina de 15 mg/mL La
suspension mitocondrial se sonicd y se centrifugd (20 minutos, 17,000 x g). El
paquete se resuspendi®6 en el mismo amortiguador y se llevé a una
concentracién final de proteina de 15 mg/mL Esta suspension se le dio un
tratamiento con Triton X-100 (0.18%), NaCl (200 mM) en presencia de 0.5 mM
de PMSF por una hora, a 4°C, en agitacién, con el objetivo de solubilizar la
enzima. La suspension se centrifugd (30 minutos, 33,000 r.p.m., ultracentrifuga
Beckman, rotor 60 Ti) y el sobrenadante se dializé durante toda la noche en un
litro de amortiguador Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, 0.02% Triton X-100, pH 7.6.
El dializado se carg6 en una columna de DEAE Bio-gel, previamente equilibrada
con el amortiguador de elucién (20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.05% Triton X-
100, pH 7.6) y la proteina se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl de 0-350
mM en el mismo amortiguador. Las fracciones que presentaron mayor actividad
enzimatica se mezclaron y se almacenaron con 30% de glicerol a —70°C. Se.
intenté purificar ain més la enzima mediante una columna MONO-Q, pero la
pérdida de actividad fue de més del 98%, por lo que se decidi6 trabajar con las
fracciones obtenidas a partir de la columna de DEAE Bio-gel. Cabe mencionar
que aun cuando todavia contenia varias proteinas contaminantes, hecho que se
observd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (Fig. A), la actividad enzimatica que se recupero fue del 40%.

6.5 DETERMINACION DE PROTEINA

La concentracion de proteina se determiné mediante el método de Biuret
(Gomal et al, 1949) para las suspensiones mitocondriales y mediante el método
de Lowry (Lowry ef al, 1951) para las fracciones eluidas de las columnas.
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6.6 ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de la NADH deshidrogenasa intema se determind
éspectrofotométricamente en una celda de 1.0 cm de paso de luz, siguiendo la
oxidacién del NADH a 340 nm cuando el segundo sustrato era cualquiera de las
quinonas o siguiendo la reduccién del DCPIP a 600 nm cuando el DCPIP se
us6 como segundo sustrato. La mezcla de reaccién contenia 20 mM Mops-
KOH, 1 mM EDTA, 200 mM KCI y 0.03% de Triton X-100, pH 7.0, en un
volumen final de 2 mL. Cuando se probd6 el efecto de los cationes la mezcla de
reaccion contenia tnicamente 20 mM Mops-NaOH o 20 mM Mops-KOH y
0.03% Triton X-100, pH 7.0. La reaccion enzimatica se inici6 al adicionar la
enzima (1.53 ng). La velocidad inicial se calculé considerando el cambio de
absorbencia en los primeros 20 —30 seg y el coeficiente de extincion molar del
NADH (6.22 mM™ cm™ ) o del DCPIP(21 mM™ cm™ ).

- 8.7 GRAFICOS DE COMPETENCIA

El grafico de competencia es un método cinético que permite probar si dos
reacciones ocurren en el mismo sitio o en sitios diferente de la enzima. El
primer paso del método consiste en escoger dos sustratos alternativos A y B.
Se elige una concentracién de referencia (ac) del sustrato A con la que se
obtenga una velocidad inicial vo en ausencia de B y una concentracién de
referencia bo del sustrato B que de la misma velocidad vo en ausencia de A. Se
prepara una serie de mezclas que contengan el sustrato A y el sustrato B, a
concertraciones donde a = (1p)ag y b = pbo, respectivamente, con un valor
de p que va de cero a uno. Se determina la velocidad total para cada mezcla y
se grafica contra p. Una velocidad constante, independiente de p, indica que las
dos reacciones ocurren en el mismo sitio activo de la enzima. Si las reacciones
ocurren en dos sitios totalmente independientes, el grafico de wx contra p sera
una curva con un maximo. Finalmente, si existen dos sitios pero con inhibicion
cruzada, el méximo se convierte en minimo si cada sustrato es mas efectivo
como inhibidor de la otra reacciéon que de lo que es como sustrato para su
propio sitio (Cardenas, 2001). |
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7. RESULTADOS

7.1 OBTENCION DE LA ENZIMA

" FRACCIONES . 38

205,000
116,000
97.000—- S
66,000 —» G

45,000 p g ) /]

— N — s

29.000—>w

—— s = —

39-. 40 4

——— S —

Fig. A . Composicién polipeptidica de varias fracciones obtenidas de la columna

de DEAE Bio-gel. La columna se equilibré con el amortiguador de elucion (20
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.05% Triton X-100, pH 7.6) y la proteina se eluy6é
con un gradiente lineal de 0-350 mM de NaCl en el mismo amortiguador. Carril

1. estdndares de masa molecular (valores en Da a la izquierda). Se

seleccionaron las fracciones 38-41 ya que presentaron la mayor actividad. La

NADH deshidrogenasa interna es una proteina de 53,000 Da.
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7.2 PATRONES DE VELOCIDAD INICIAL DE LA NADH DESHIDROGENASA
INTERNA CON Q, COMO SUSTRATO '

Se prob6 la actividad de la enzima como NADH:Qo oxidorreductasa. La
actividad aumenté al incrementar la concentracién de NADH ante diferentes
concentraciones fijas de .Qo. En cada una de las concentraciones fijas de Qo
empleadas se obtuvo una curva hiperbdlica (inserto de la fig. 1a). La gréfica de
los dobles reciprocos (1/v vs. 1/Qg) muestra un conjunto de lineas rectas que se
cruzan en un punto localizado por arriba del eje 1/Qo y a la izquierda del eje 1iv
(fig. 1a). Se observé este mismo comportamiento al variér la concentracion de
Qo usando diferentes concentraciones fijas de NADH. La actividad de ia NADH
deshidrogenasa se incrementé al aumentar la concentracion de Qo siguiendo
una relacién hiperbolica en cada una de las concentraciones de NADH (Inserto
de la fig. 1b). Las lineas rectas que se obtuvieron al greficar los dobles
reciprocos (1/v vs. 1/NADH) se intersectan en un punto por arriba del eje
1/NADH y a la izquierda del eje 1/v (fig. 1b).

'Estos resultados indican que la NADH deshidrogenasa intema une ambos
sustratos, el NADH y la quinona (Qo), formando un complejo ternario a partir del
cual se liberan los productos (NAD+ y QoH2) por lo que el mecanismo es de
tipo secuencial, de acuerdo con el siguiente esquema:

R S N

E - EA (EAB-EPQ) EQ E

La figura 2 muestra los regraficos de los interceptos que se usaron para
obtener una Knqo = 3.85 uM y una Knnaox = 10.5uM.
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Fig. 1. Efecto de la Qo y el NADH sobre la velocidad inicial de la NADH deshidrogenasa
interna de mitocondrias de S. cerevisiae. La concentracién de enzima fue de 0.77
pg/mL en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, 1 mM EDTA, 200 mM KCI, pH 7.0. (a)
Gréfico de los dobles reciprocos de las velocidades iniciales con Qo como sustrato
variable. Las concentraciones fijas de NADH fueron: m25, #5.0, 410, v25y +50uM.
Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten. (b) Grafico de los
dobles reciprocos de las velocidades iniciales con NADH como sustrato variable. Las

concentraciones fijas de Qp fueron: m2.5, » 5.0, 410, v25y » 50uM. Inserto: Ajuste de
los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten.
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7.3 PATRONES DE VELOCIDAD INICIAL DE LA NADH DESHIDROGENASA
INTERNA CON DECILBENZOQUINONA (DBQ) COMO SUSTRATO

Los resultados de las velocidades iniciales al ensayar diferentes
concentraciones de DBQ con diferentes concentraciones fijas de NADH se
muestran en la fig. 3a; en el inserto se observa que los datos siguen un
comportamiento hiperbélico ain a la concentracién de 50 uM de DBQ (inserto
de la fig.3a). El gréfico de los dobles reciprocos (1/v vs. 1/DBQ) (Fig.3a)
muestra un conjunto de lineas rectas que se cruzan en un punto a la izquierda
del eje 1/v y por debajo del eje 1/DBQ. De la misma manera, al determinar las
velocidades iniciales de la reaccién variando la concentracion del NADH con
concentraciones fijas variables de DBQ, éstas se ajustaron a curvas
hiperbdlicas (inserto de la fig. 3b). Al graficar los dobles reciprocos (1/v vs.
1/NADH) se obtuvo una serie de lineas rectas que se intersectaron en un
punto por debajo del eje 1/s y a la izquierda del eje 1/v.

Este comportamiento sugiere un mecanismo de union de sustratos y liberacion
de productos de tipo secuencial, al igual que en el caso de la Qo.

Para obtener los valores de Km se construyeron los regraficos de los
interceptos a partir del grafico de los dobles reciprocos (fig. 4). Los valores
obtenidos fueron: Kmpea= 16.6 uM y una Kmnapx = 38.46 uM.

El punto de interseccion de los dobles reciprocos puede ocurrir en diferentes
cuadrantes dependiendo de los valores de Kis y Kma. Si Kia €s mayor, igual o
menor al valor de Kna las rectas se intersectan por arriba, sobre o debajo del
eje horizontal,. La figura 5 muestra que el valor de Ky con Qo es 26.31 uM, el
cual es mayor a la Kmnaon=10.5 uM, mientras que para la DBQ Kis = 4.34 uM, y
es menor que la Knnapy=38.46 uM, concordando con los puntos de interseccion
obtenidos.
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Fig. 3. Efecto de la DBQ y el NADH sobre la velocidad inicial de la NADH
deshidrogenasa intema de mitocondrias de S. cerevisige. La concentracion de enzima
fue de 0.77 ug/mL en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, 1 mM EDTA, 200 mM KCI, pH
7.0. (a) Grafico de los dobles reciprocos de las velocidades iniciales con DBQ como
susfrato variable. Las concentraciones fijas de NADH fueron: m2.5 ©5.0, 410 y

v30uM. Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten. (b) Grafico de
los dobles reciprocos de las velocidades iniciales con NADH como sustrato variable.

Las concentraciones fijas de DBQ fueron: 2.5, #5.0, 410 y v30pM. Inserto: Ajuste
de los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten.
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7.4 PATRONES DE VELOCIDAD INICIAL DE LA NADH DESHIDROGENASA
INTERNA CON DCPIP

El 2,6-diclorofenolindofenol es un aceptor de electrones artificial que se emplea
debido a su alta solubilidad en soluciones acuosas. Empleando dicho sustrato,
Velazquez y Pardo (2001) reportaron para esta enzima un mecanismo cinético

de tipo ping-pong:

NADH NAD DCPIPox DCPIPgrep

E EAGFP F FBoEQ E

Para confirmar el mecanismo cinético de la enzima como NADH:DCPIP
oxidorreductasa, se determiné la actividad de la enzima con concentraciones
crecientes de DCPIP usando diferentes concentraciones fijas de NADH (Inserto
de la fig. 6a). El gréfico de los reciprocos de las velocidades iniciales y las
concentraciones de DCPIP (1/v vs. 1/DCPIP) (fig. 6a) muestra una serie de
lineas rectas paralelas, lo cual es congruente con un mecanismo de reaccién de
tipo ping-pong, como se habia propuesto. Se observa el mismo comportamiento
al graficar el reciproco de las velocidades iniciales obtenidas a diferentes
concentraciones de NADH con concentraciones fijas variables de DCPIP (fig.
6b).

36



g,
g
1
20 P 0 80 100
DCPIP (08)
0.00 7 = I v r T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
(1/DCPIP) (uM")
b ,
30 . S
0124 £ = //—k/_’—
- E=
£ 0.104 § 15
£ ) 10
€ [/
T 0.084
o 2 _ [2 T v ¥
§ * = " = 2 o 60 80 100
- _— NADH (18}
-g. 0.08 _____)‘. - /
E 004
2z
2 l
0.02
0.00 - T - 7 ——— I
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
4/NADH (M)

Fig. 6. Efecto del DCPIP y el NADH sobre la velocidad inicial de la NADH
deshidrogenasa interna de mitocondrias de S. cerevisiae. La concentracion de enzima
fue de 0.77 pg/mL en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, 1 mM EDTA, 200 mM KCI, pH
7.0. (a) Grafico de los dobles reciprocos de las velocidades iniciales con DCPIP como

sustrato variable. Las concentraciones fijas-de NADH fueron: m5.0, # 10, 425, v50 y

100uM. Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacién de Michaelis-Menten. (b) Grafico de
los dobles reciprocos de las velocidades iniciales con NADH como sustrato variable.

Las concentraciones fijas de DCPIP fueron: 5.0, # 10, 425, v50 y « 100pM. Inserto:
Ajuste de los datos a la ecuacién de Michaelis-Menten.
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7.5 COMPETENCIA DEL DCPIP Y LA QUINONA POR EL MISMO SITIO DE
UNION

Debido a que se obtuvieron mecanismos cinéticos diferentes para la misma
NADH deshidrogenasa como NADH:DCPIP oxidorreductasa y como
NADH:quinona oxidorreductasa, existia la posibilidad de que la Qo y el DCPIP
estuvieran interactuando con diferentes sitios de la enzima. Para investigar esta
posibilidad se ensay6 la actividad de la enzima con concentraciones crecientes
de DCPIP en ausencia o presencia de concentraciones fijas de Qo. Conforme
se incrementd la concentracibn de Qo, la actividad con DCPIP disminuyd
(Inserto de la fig. 7). Al graficar los reciprocos (1/v vs. 1/DCPIP) se obtuvo una
serie de lineas rectas que se intersectan en un punto sobre el eje 1/,
comportamiento que representa una inhibicion competitiva por un sustrato
alternativo. Este resultado sugiere que tanto la quinona como el DCPIP se
combinan con la enzima en el mismo sitio activo y como consecuencia la
reduccion del DCPIP se inhibe por la presencia de la quinona. Del grafico de los
dobles reciprocos en ausencia de Qo (fig. 8) se obtiere una Kmpcpir = 11.5 uM y
del regréfico de las pendientes vs. [Qo] (fig. 8) se puede calcular una Kiqo = 102
uM.
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Fig. 7. Competencia de DCPIP y la Qo por el mismo sitio de unién en la NADH
deshidrogenasa intema de mitocondrias de S. cerevisiae. La concentracién de enzima
fue de 0.77 ug/mL en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, 1 mM EDTA, 200 mM KCI, pH
7.0, la concentracién de NADH fue de 100 uM. Gréfico de los dobles reciprocos de las
velocidades iniciales con DCPIP como sustrato variable. Las concentraciones fijas

variables de Qo fueron: m0, @ 10, 425, v50 y «100uM. Inserto: Ajuste de los datos a
la ecuacion de Michaelis-Menten.
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Fig. 8. Regréfico de las pendientes vs. [Qo)
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7.6 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA NADH DESHIDROGENASA
INTERNA CON AMP.

Los patrones de inhibicién son herramientas que dan informacién acerca del
orden de la unién de los sustratos y de la liberacion de los productos, que es Uutil
para dilucidar o confirmar el mecanismo cinético de una reaccién enzimatica.
Para obtener los patrones de inhibicion se empleé como inhibidor al AMP,
analogo del NADH. Los patrones de velocidad inicial de la NADH
deshidrogenasa interna empleando quinonas como sustrato sugieren un
mecanismo cinético secuencial. Si éste fuera ordenado se esperaba que el
AMP se comportara como un inhibidor competitivo con respecto al NADH y
como inhibidor no competitivo con respecto a la quinona (Qo); sin embargo,
como se puede observar en la fig. 9, los patrones de inhibicion corresponden a
una inhibicibn no competitiva con respecto al NADH y con respecto a la
quinona, ya que las lineas que se obtienen de los dobles reciprocos se cruzan
en un punto localizado a la izquierda del eje 1/v y por arriba del eje 1/sustrato.
Estos resultados sugieren que el AMP puede unirse a la enzima libre y al
complejo enzima—sustrato. Los valores de las Ki para el AMP fueron de 12 mM
para el NADH y de 6.7 mM para la Qo (fig. 10).
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Fig. 9. Inhibicion de la actividad de la NADH deshidrogenasa intema de mitocondrias
de S. cemvisiae con AMP. La concentraciéon de enzima fue de 0.77 ug/mL en
amortiguador 20 mM MOPS-KOH, 1mM EDTA, 200 mM KCI, pH 7.0. (a) Grafico de los -
dobles reciprocos de las velocidades iniciales con Qp como sustrato variable, a una
concentracion fija de NADH de 50 pM. Las concentraciones fijas de AMP fueron: 0.0,

»5.0y a10 mM. (b) Gréfico de los dobles reciprocos de las velocidades iniciales con
NADH como sustrato variable y una concentracion fija de Q; de 50 pM. Las

concentraciones fijas de AMP fueron: 0.0, #5.0 ya10 mM.
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7.7 EFECTO DE CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA NADH
DESHIDROGENASA

Al ensayar los cationes monovalentes (Na*, K*) y divalentes (Ca®*, Mg®*) sobre
la actividad de la NADH deshidrogenasa interna se observo qué aun en
ausencia de estos cationes la enzima es activa, teniendo una velocidad inicial
de 3.9 umoles NADH x (min.mg)". Al adicionar los cationes monovalentes o
divalentes hasta 200 mM y 40 mM, respectivamente, se obtuvo un incremento
en las velocidades iniciales. Al graficar las velocidades iniciales vs. la
concentracion de los cationes se obtuvieron hipérbolas rectangulares (fig. 11).
Ajustando los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten se obtuvieron los
parametros cinéticos Vi, y Ko s, los cuales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de V, de la NADH deshidrogenasa interna en presencia
de cationes y su ko.

CATION Vm Kos
(pmoles NADH/min.mg.) (mM)
K 11.0+0.5 52.4+10
Na' 11.7+0.6 56.3 + 11
Ca™ 113105 109+1.8
Mg 9.83 +0.3 2.97+0.5
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Fig. 11. Efecto de cationes monovalentes y divalentes sobre la actividad de ia NADH
deshidrogenasa intema de mitocondrias de S. cerevisige. La actividad de la enzima se
midié como NADH:Q, oxidomreductasa. La concentracion de enzima fue de 0.77 pg/mL
en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, pH 7.0; la concentraciéon tanto de NADH como
de Qo fue de 50 puM.



7.8 MECANISMO CINETICO DE LA ACTIVACION CON CATIONES

La presencia de actividad enzimatica en ausencia de los cationes, sugiere que
el papel de los cationes como activadores no es esencial. Para probar el
mecanismo cinético de activacién, se realizaron ensayos en los que se mantuvo
fija la concentracion de NADH, se vari6 la concentracion de Qo y se probaron
diferentes concentraciones fijas de cationes (K' para cationes monovalentes y
Mgz‘ para cationes divalentes) obteniéndose las velocidades iniciales de la
reaccion. Los gréficos directos de las velocidades iniciales vs. [Qo] y sus
reciprocos (1 vs. 1/Qo) se muestran en la figura 12. También se realizaron
ensayos en los que se mantuvo constante la concentracion de Qo, se vari6 la
concentracion de NADH y se probaron diferentes concentraciones fijas de K y
Mg**. Los gréficos correspondientes se observan en la figura 13. En los gréficos
de los dobles reciprocos, tanto con K* como con Mg?*, al variar la concentracién
de quinona 6 al variar la concentracion de NADH, , se obtuvieron series de
lineas rectas que se intersectan en un punto a la izquierda del eje 1/v y por
arriba de los ejes 1/Qo y 1/NADH, concordando con el siguiente modelo cinético
de activaciébn no esencial:

Ke Keat
E+S S__>Es —> E+ P
+ +
A A
KATL amu
aks BKcat
EA+ 8 S S ESAT > EA +P

Para el célculo de las constantes cinéticas a, B y Ka se graficaron los
reciprocos de las diferencias de interceptos o de las diferencias de las
pendientes de las rectas obtenidas en los gréficos de los dobles reciprocos,
contra el inverso de la concentraciébn de los cationes. En la figura 14 se
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muestran los gréficos para el caso de K* con NADH como sustrato variable. Los

valores de las constantes cinéticas para los casos ensayados se dan en la
Tabla 3.

Tabla 3. Constantes cinéticas o, B y Ka para el modelo de activacién no
esencial con diferentes cationes.

SUSTRATO | SUSTRATO | CATION | « B Ka
FIJO VARIABLE (mM)
[NADH ___ |QUINONA(Qo) | K | 045 | 50 | 1355 |
NADH QUINONA (Qo) | MgZ | 080 | 42 | 2%
QUINONA (Qo) |NADH K| 000 | 22 | 2820
QUINONA (Qs) |NADH Mg” | 040 | 22 | 48

7.9 GRAFICOS DE COMPETENCIA

El grafico de competencia es un método cinético que permite saber, de forma
sencilla, si dos reacciones catalizadas por una enzima ocurren en el mismo sitio
o en sitios diferentes. Este método oonsiéte en realizar mezclas de los dos
sustratos y graficar la velocidad total, es decir, la velocidad en presencia de los
dos sustratos en funcién de un pardmetro p que define la concentracién de los
dos sustratos en términos de las dos concentraciones de referencia, de tal
manera que cuando p=0 y p=1 se obtenga la misma velocidad. (Ver la seccion
de Material y Métodos). Este método se empled para probar si los cationes
usados, que juegan el papel de activadores no esenciales, se unen a un mismo
sitio 0 se unen a sitios diferentes.

En primer lugar se probaron los cationes monovalentes K y Na®. Como se
muestra en la figura 153, las velocidades totales obtenidas con las mezclas de



los cationes, manteniendo constantes las concentraciones de NADH y Qo,
siguen una tendencia lineal horizontal, indicando que ambos cationes
monovalentes se unen a un mismo sitio.

Se probaron también los cationes divalentes Ca®* y Mg?. Al igual que con los
cationes monovalentes, la velocidad total obtenida al ensayar las diferentes
mezclas de ellos en presencia de concentraciones fijas de NADH y Qo, fue
independiente de p (fig. 15b), resultado que concuerda con el modelo para
reacciones que ocurren en un mismo sitio.

Finalmente, se -ensayé un catién monovalente (Na*) y un catién divalente
(Ca?'); al graficar las velocidades totales obtenidas contra p, se observé
claramente un maximo (fig. 15¢), hecho que sucede cuando dos reacciones
ocurren en sitios separados e independientes.
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Fig. 12. Efecto de (@) K* y (b) Mg®>* sobre la velocidad inicial de la NADH
deshidrogenasa intema de mitocondrias de S. cerevisiae. La concentracion de enzima
fue de 0.77 pg/mL en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, pH 7.0. Gréaficos de los
dobles reciprocos de las velocidades iniciales con Qo como sustrato variable, la
concentracion de NADH fue de 50 uM. (a) Las concentraciones fijas de K' fueron: &0,

» 10, 420, v50 y + 100mM. Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacion de Michaelis-

Menten. (b) Las concentraciones fijas de Mg®* fueron: m0, 1.0, 45.0, v20 y +40mM.
Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacioén de Michaelis-Menten.
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Fig. 13. Efecto de (@) K' y (o) Mg® sobre la velocidad inicial de la NADH
deshidrogenasa intema de mitocondrias de S. cerevisiae. La concentracion de enzima
fue de 0.77 pg/mL en amortiguador 20 mM MOPS-KOH, pH 7.0. Graficos de los
dobles reciprocos de las velocidades iniciales con NADH como sustrato variable, la
concentracion de Qo fue de 50 uM. (a) Las concentraciones fijas de K' fueron: 0,

© 10, 420, v50 y « 100 mM. Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacién de Michaelis-

Menten. (b) Las concentraciones fijas de Mg®* fueron: m0, #1.0, 450, v20 y +40
mM. Inserto: Ajuste de los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten.
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oxidorreductasa. La concentracién de enzima fue de 0.77 pg/mL en amortiguador 20
mM MOPS-KOH, pH 7.0, la concentracién tanto de NADH como de Qo fue de 50 uM.
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8. DISCUSION
8.1 EFECTO DE LAS QUINONAS

La forma en que las NADH deshidrogenasas del tipo Il interactian con su
sustrato, las quinonas, (moléculas altamente hidrofébicas), continua sin ser muy
claro. Fisher y Rich propusieron la existencia de al menos dos tipos de sitios de
union para quinona (Fisher y Rich, 2000). El sitio de tipo | se caracteriza por
contener un residuo central de histidina, flanqueado hacia abajo por un residuo
alifatico, generalmente un residuo conservado de leucina, y hacia arriba por un
residuo de treonina (tipo lA), leucina (tipo IB) o serina (tipo IC). El sitio del tipo Il
tiene conservado un residuo de tirosina y uno de alanina en el centro,
ﬂancjueados hacia arriba por otro de leucina y hacia abajo por uno de isoleucina
y uno de prolina. La mayoria de los sitios de union predichos estan localizados
entre las dos regiones de unién a dinucleétidos, aunque su posicion relativa no
esta estrictamente conservada. Al analizar la secuencia de aminoéacidos de la
NADH deshidrogenasa intemna de S. cerevisiae se cbservd que ninguno de
estos motivos para union a quinona esta presente. Aparte de los dominios de
union a nucledtidos, segmentos que contienen tres residuos de glicina
separados de la forma GXGXXG; el residuo 337 es un friptofano que, como se
puede observar en la figura 16, se conserva en las secuencias de diferentes
deshidrogenasas alternas. De-Vries, (1992) sugirié, por analogia con el centro
de reaccion de la deshidrogenasa de bacterias, que este residuo podria jugar
un papel importante en la unién de la quinona, ejerciendo una atraccion hacia el
anillo de la quinona; sin embargo, Schmid y Gerloff, (2004), mediante un
modelado de la NDH-2 de E. coli , sugieren que este residuo conservado de
triptofano (Trp 271 en E. coli) interactua con el NADH.
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Fig. 16. Alineamiento de las secuencias de aminodcldos de las NADH deshidrogenasas aiternas de Neurospora crassa, Trypanosoma
brucel, Yarrowia iypolitica, Saccharomyces cerevisiae y Plasmodium yoelii yoelii.
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La NADH deshidrogenasa interna de las mitocondrias de S. cerevisiae cataliza
la oxidacién del NADH de la matriz mitocondrial, transfiriendo los electrones a la
Qe, quinona que es su sustrato natural. In vitro, diferentes quinonas pueden
actuar como aceptores de electrones, incluso el 2,6-diclorofenol-indofenol, un
aceptor artificial de electrones inespecifico. Sin embargo, el mecanismo a través
del cual se da la oxidorreduccion no estd bien establecido, hecho que es
general para las NADH deshidrogenasas del tipo |I.

Son pocos los reportes del mecanismo cinético en este tipo de
deshidrogenasas. Los datos que se encuentran disponibles son para la NDH-2
de 7. brucei (Melo et al, 2004), la NDI1 de S. cerevisiae (Veldzquez y Pardo,
2001) y recientemente para la NDH-2 de Yarrowia lipolytica (Eschemann et &/,
2004). Para todas ellas se ha propuesto un mecanismo de tipo ping-pong. En la
determinacién del mecanismo cinético de la NDI1 de S. cerevisiae se empled
2,6-DCPIP, el cual no es un sustrato natural; por ello en este trabajo se decidié
utilizar dos quinonas, una de baja hidrofobicidad, la Qo, y otra con alta
hidrofobicidad, la decilbenzoquinona (DBQ). Aunque la DBQ no contiene colas
isoprenoides, la cola hidrocarbonada que tiene le confiere propiedades
hidrofobicas que permiten su uso como anélogo de la quinona natural, la Qe.
Con ambas quinonas, los resultados sugieren un mecanismo cinético de tipo
secuencial (figs. 1 y 3). Puesto que los patrones de velocidad inicial con las
quinonas como sustrato no concordaban con los que se reportaron utilizando al
DCPIP como aceptor de electrones, se repitieron los experimentos con el
DCPIP. Efectivamente, se comprobd que con este reactivo, el mecanismo
cinético es de tipo ping-pong (fig. 6).

Esta diferencia en el mecanismo cinético empleando quinonas 6 DCPIP, -aun
“cuando la Qo es bastante hidrofilica-, podria deberse a que las quinonas se
unieran a un sitio diferente al del DCPIP. Para dilucidar si las quinonas y el
DCPIP competian por el mismo sitio de union, se realizé una cinética de
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inhibicién por un sustrato alterno, en donde el DCPIP se tom6 como sustrato
variable y la Qo como sustrato alteno. La figura 7 muestra claramente que la
Vmax NO se afectd, mientras que el valor de las K, aparentes incremento, tal
como esté descrito en la ecuacion para una inhibicion competitiva: v/ Vimax = [S]
{( Km (1 + (VK) +[S)), demostrando que ambos sustratos compiten por el mismo
sitio.

Un factor que podria afectar el comportamiento de la enzima es el grado de
hidrofobicidad de los sustratos, y por lo tanto la afinidad por los mismos. Sin
embargo, los valores de Ky no apoyan esta hipétesis, ya que para el DCPIP y la
Qo, moléculas hidrofilicas, los valores de Ky son de 6.2 yM y 3.85 uM
respectivamente, que no difieren mucho entre si, mientras que para la DBQ,
molécula que por su grupo decilo incrementa su hidrofobicidad, el valor de Ky,
fue de 16.6 uM, que representa un incremento de s6lo 4 veces con respecto al
valor de Ky, para Qo. Si el grado de hidrofobicidad jugara un papel determinante
para definir el mecanismo de reaccién, con las dos moléculas menos
hiurofébicas se hubiera obtenido el mismo mecanismo, y un mecanismo
diferente con la mas hidréfoba. Sin embargo, los resultados muestran que con
las quinonas se obtiene el mismo mecanismo cinético, sin importar su grado de
hidrofobicidad, mientras que con el DCPIP resulté un mecanismo diferente,
sugiriendo que los diferentes sustratos interactuan con la enzima de formas
diferentes. Este hecho también se pudo observar con los resultados de
inhibicién con AMP, en los que las constantes de inhibicion para el NADH (K, =
6.7 mM) y la quinona Qo, (K = 12 mM) resultan muy parecidas a las que se
reportan utilizando DCPIP como segundo sustrato (Kynaox) = 5.5 mM y K (ocrip)
= 11.5 mM). Sin embargo, los patrones de inhibicion son distintos, ya que para
el NADH y el DCPIP como sustratos, se confirma un mecanismo de tipo ping-
pong: el AMP es un inhibidor competitivo para el NADH y acompetitivo para el -
DCPIP. En contraste, empleando el NADH y la Qo como sustratos, el AMP fue
un inhibidor no competitivo para ambos, resuitado no esperado debido a que,
por ser un andlogo del NADH, se esperaba que el AMP presentara una
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inhibicién de tipo competitiva con respecto al NADH y no competitiva con
respecto a la Qp. Cabe mencionar que con respecto al NADH el punto de
interseccion de las lineas en los dobles reciprocos estd muy cercano al eje 1/v.
Este resultado sugiere que ambos sustratos se pueden unir tanto a la enzima
libre como al complejo enzima-sustrato, dando lugar a un complejo temario.

Se reportaron resultados similares para la NDH-2 de Y. lipolytica. En ese trabajo
se usaron diferentes concentraciones de DBQ en presencia de diferentes
concentraciones de NADH y se realizé un gréfico de Hanes (S/v vs. S) en el que
las lineas se intersectan muy cerca del eje S/v, por lo que se concluyd que se
trata de un mecanismo de tipo ping-pong. Al ajustar sus datos experimentales a
la ecuacion de un mecanismo ping-pong se obtuvo una Kmnaps =16.5 uMy una
Kmnaon =7 uM (Eschemann ef al, 2004). En ese trabajo también se realizaron
cinéticas de inhibicién con un derivado de la quinolona, la 1-hidroxi-2-dodecil-4
(1H) quinolona (HDQ), anélogo de la quinona. Se obtuvieron patrones de
inhibicion no competitiva para ambos sustratos, en este caso el NADH vy la
DBQ. Los autores sugieren entoncss que el irihibidor interactia con la enzima
libre y con el complejo entre la enzima y el NADH. Este resuitado abre la
posibilidad de que la quinona (DBQ) pueda unirse tanto a la enzima libre como
al complejo enzima-NADH.

- Existen también posibles hibridos del mecanismo ping-pong Bi Bi clésico y un
mecanismo ordenado o al azar en estado estacionario (Segel, 1993). Mannervik
(1973) sugiri6 un mecanismo hibrido ping-pong-ordenado para la glutation
reductasa. En el caso de la NADH deshidrogenasa interna de S. cerevisiae
podria suceder algo parecido, de modo que dependiendo de los sustratos y del
orden de unién a la enzima, serd el mecanismo cinético que siga, como se
muestra en el siguiente esquema:
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8.2 EFECTO DE CATIONES

Los cationes juegan un papel esencial en aproximadamente la tercera parte de
las enzimas; pueden modificar la reactividad del sustrato y controlar de manera
efectiva una reaccién catalizada por una enzima. Los iones metalicos pueden
servir para unir y orientar el sustrato con respecto a los grupos funcionales en el
sitio activo y pueden proveer un sitio para la actividad oxidorreductora si el
metal tiene varios estados de valencia.

La distribucion de la carga en el sitio activo de una enzima esta disefiada para
estabilizar el estado de transicién de la reaccién catalizada con respecto al
sustrato. En las reacciones catalizadas por enzimas es esencial que los
reactivos se 'acerquen con la orientacion espacial correcta; de otra manera, la
probabilidad de que la reaccién .ocurra disminuye y la velocidad de la reaccion
sera muy baja. E! ambiente electrostético en el sitio activo es el principal factor
que sirve para guiar al sustrato hacia el sitio de unién con Ié orientacion
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correcta. Los iones metélicos pueden asistir en' este proceso, uniendo grupos
de una forma estereoquimicamente rigida, ayudando asi al control de la accién
de la enzima.

Los iones metalicos suelen estar cargados positivamente, y actGan como
electrdfilos, buscando compartir pares de electrones con ofros 4tomos, de
manera que se pueda formar un enlace covalente coordinado o una interaccion
carga-carga. Aunque los iones metdlicos se pueden comportar como los
protones, frecuentemente tienen carga;s positivas mayores a uno y tienen un
volumen iénico més grande, de manera que pueden acomodar muchos ligandos
alrededor de ellos al mismo tiempo (Glusker et a/, 1999).

Desde el descubrimiento del efecto activador del potasio sobre la piruvato
cinasa hace mas de 60 afios, se han identificado muchas enzimas que son
activadas por cationes monovalentes, y la lista sigue creciendo. Entre ellas se
encuentran: la trombina, la chaperona Hsc 70, la fructosa 1,6-bifosfatasa, la
triptofano sintasa y la metilamina deshidrogenasa. (Prasad et a/, 2003). Los
cationes activan las enzimas esencialmente en dos formas, ya sea mediante la
formacion de un complejo ternario con la enzima y el sustrato o bien
alostéricamente. En el primer caso la presencia del cation es indispensable para
la actividad catalitica, mientras que en el segundo, el cation incrementa
considerablemente la actividad basal.

Las enzimas que son activadas por cationes monovalentes expresan una
actividad catalitica éptima en presencia de K*, mientras que para Li* y Na* la
efectividad es menor (Prasad et al, 2003).

S. cerevisiae se suele cultivar en medios ricos que contienen una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno y sales minerales. En estas condiciones, es
capaz de acumular potasio hasta una concentracion de 200 a 300 mM y
solamente de 5 a 15 mM de sodio (Ramirez y Peiia, 2000).

ESTA TESIS NO SALE. %
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Si bien la NADH deshidrogenasa intemma de S. cerevisiae resultd ser una
enzima que se activa por cationes monovalentes y divalentes; la presencia del
cation no es indispensable para la actividad catalitica, ya que aun en ausencia
de los cationes la enzima presenta una actividad basal de aproximadamente 4
umoles NADH (min. mg)™”. La efectividad del potasio y del sodio fue la misma;
en ambos casos se alcanzé una Vmax aproximada de 11 umoles de NADH (min
mg)™ con concentraciones de 200 mM de los cationes y concentraciones fijas
de NADH y Qo de 50 uM. En el caso del calcio y el magnesio la efectividad es
similar, aunque el calcio presenta una K o5 =10.0 mM, tres veces mayor a la del
magnesio que fue de 2.97 mM. Los valores de las constantes cinéticas o y
obtenidas concuerdan con un modelo cinético de activacién no esencial, en el
que a debe ser menor que 1 y B mayor que 1. Los valores de estas pueden
observarse en la tabla 3.

En cuanto al sitio de unién de los cationes, resulté que los cationes
monovalentes se unen a un mismo sitio comun por el que compiten. También
los cationes divalentes compiten por un mismo sitio comin. Sin embargo, el
sitio de unién de los cationes monovalentes y el sitio de unién de los cationes
divalentes es distinto entre ellos. No existen datos reportados sobre el efecto de
los cationes sobre este tipo de enzima, aunque se sabe que los iones metalicos
se pueden unir directamente a grupos amino y carbonilo de la cadena principal,
pero la unién especifica se atribuye a las cadenas laterales de los aminoécidos,
en particular los grupos carboxilato de los residuos de aspértico y glutamico, y
el &tomo de nitrégeno del anillo de histidina. Otras cadenas laterales que unen
iones metalicos incluyen el triptofano, la cisteina en su grupo tiol, la metionina,
la serina, la treonina, la tirosina en sus grupos hidroxilo, la asparagina y la
glutamina. El nimero 6ptimo de tales grupos de unién esta dado por el i6n
particular junto con el ambiente apropiado, ya sea hidrofébico o hidrofilico, en el
sitio de unién.



. CONCLUSIONES

El DCPIP vy las quinonas compiten por el mismo sitio de union a la NADH
deshidrogenas intema de S. cerevisiae.

El mecanismo cinético de la NADH deshidrogenasa intema de S. cerevisiae
empleando - quinonas como sustrato es diferente al que sigue con el 2,6-
diclorofenolindofenol, un aceptor artificial de electrones.

La enzima puede formar un complejo temario con el NADH y con la quinona

Los cationes monovalentes y divalentes activan la enzima.

E! mecanismo cinético de activacién de cationes monovalentes y divalentes
es no esencial. |

Los cationes monovalentes compiten por un mismo sitio de union.
Los cationes divalentes compiten por un mismo sitio de union.

El sitio de unidn de los cationes monovalentes es distinto al sitio de unién de
los cationes divalentes.
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