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RESUMKMEN

En este trabajo se utilizaron derivados sinteticos de la
perezona. La perezona interfiere con los procesos de oOxido-
reduccién de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
Se determiné el efecto de algunos derivados sobre el consumo de
oxigeno y la actividad de ATPasa de mitocondrias aisladas de
higado de rata, con el objeto de esclarecer la interaccion de
estas benzoquinonas con el sistems de fosforilacion oxidativa de
la mitocondria. El1 objetivo principal de este proyecto es
entender la participacién de la coenzima ¢ en los mecanismos de
conservacioén de energira de la cadena respiratoria mitocondrial.

Los derivados de la perezona con un radical polar en 1la
cadena sesquiterpeénica nd inhiben el consumo de oxigeno. Los
derivados que mostraron un efecto mayor sobre la respiracién
fueron la perezona reducida en la cadena lateral (PRCL) y la
hidroxiperezona (HF). Esta inhibiclon ocurre en el segmento de la
cadena que esta entre la coenzima Q y el citocromo c. El sitio 2
es mas sensible que el 1 a la inhibicién por la PRCL y la HP. La
concentracion necesaria de PRCL para inhibir un 75% el consumo de
oxigeno desacoplado (valinomicina) es de 8 nmoles por mg de
proteina, mientras que la HP necesita 25 nmcles y la perezona 265
nmoles para producir el mismo efecto. La HP y la PRCL no mostra-~
ron un afecto protonoférico. La PRCL estimula la actividad basal
de ATPasa y tiene un efecto bifasico de inhibicidn-estimulacion
de la actividad hidrolitica de ATPasa inducida por la valinomici-
na y el dinitrofencl! (DNF}.

El mecanismo propuesto para explicar el efecto de la perezo-
na es que esta molécula actua como un vertedereo de electrones gque
a temperatura ambiente acepta los electrones de la cadena respi-
ratoria y los regresa a ella muy lentamente, lo que resulta en
una inhibicidén del consumo de oxigeno. Nuestros datos no pusden
ser explicados por este modelo, ya que la inhibicion por la PRCL
no es reversible por la temperatura. Es probable que la inhibi-
clén  producida por la PRCL y la HP sea directa sobre los sitios
sensibles a antimicina y mixotiazol, de una forma similar a la
producida por la 7-(n-heptadecil)mercapto-6-hidroxi~5$,8-quinolin-
quinona (HMHOQ).



INTRODUCCION

Si preguntdramos al hombre comun come los organismes nmantie-
nen durante su vida una organizacion tan compleja, tal vez nos
diria que debido al consumo y transformacion de 1los alimentos
ingeridos; sin embargo. para un fisico egta pregunta presenta un
desafio muy especlal, yz que leos organismos vives parecen contra-
decir una de las leyes fundamentales de la risica, la enunciada
por Clausius & mediadoes del siglo XIX, conocida como la segunda
ley de la termodinamica, que dice que los conjuntos organizades
de mnateria tienden a la desorganizacisn, V que alcanzan Rayor
desorden a traves del tiempo. En la actualidad se sabe que las
células se ajustan al cumplimientc de esa ley, al mantener un
orden interno en estado estacionario dinamico, a expensas de la
Iuz solar y los elementos nutritivos transformados por el metabo-
lismo (1).

E]l metabolismo desempefia cuatro funciones espesificas: 1)
obtener energia quimica a partir de la degradacion de compuestos
ricos en énergia, provenientes del medio, o de la captura de la
energia solar; 2) convertir las moleculas nutricias en agentes
precursores de las macromoléculas de las celulas; 32) reunir
dichos compuestos precursores a tin de sintéti:ar elementos mas
conplejos como proteinas, acides nucleiéos. lipidog, polisacari-
dos ¥y otres componentes celulares ¥ 4) sintetizar, asi como
degradar, lacs biomoleculas que se necesitan en las funciones

especlalizadas de las células(i}.

EL AREA DE ESTUDIO DE LA BIOENERGETICA

Del estudio de la primera de estas funciones, eg decir la



obtenéién de energia quimica, se encarga la Biloenergetica; aunque
todas las reacciones bioguimicas incluyen cambilos de energia, los
especialistas tienden a restringir sus investigaciones a un tipo
particular de procesos que ocurren en clerta clase de membranas.
El tema central de la Bioenergatica es el estudio de los mecanis-
mos por medio de los cuales la energila disponible de la oxidacién
de sustratos o la absorcién de luz, puede ser usada para realizar
reacciones que implican unAgasto de energis, tales como la sinte-
8is de trifosfato de adenosina (ATP) a partir de difosfato de
adenosina (ADP) y fosforo inorganice (Pi) o la acumulaciotn de
iones a través de una membrana (2},

AUN  cuando en ocasiones la sintesis de ATP ocurre en siste-
mas solubles, la mayor proporcién se verifica en complejos enzi-
maticos integrados a las membranas. Las membranas, a las que
estan unidas estas proteinas, se conocen como menmbranas trans-
ductoras de energia; las principales son la membrana plasmatica
de la mayoria de las bacterias, la membrana interna mitocondrial
vy 1a membrana tilacoidal del cloroplasto (2}.

Las membranas transductoras de energia presentan rasgos
caracteristicos en cuanto a la sintesis del ATP. Cada wuna de
ellas tiene dos sistemas proteicos distintcs. Uno conocido como
ATPasa, aunque mas correctamente deberia ser llamado ATP sintasa,
que cataliza la sintesis no espontanea de ATP a pértir de ADP vy
Pi. Todas las membranas trahsductoras de energia contienen dicha
anzima. La naturaleza del segunde sistema depende de la fuente
primaria de energia de que dispone cada membrana; en el caso de

las mitocondrias o las bacterias aerobicas es la cadena respira-



toria la que cataliza la transtferencia espontanea de electrones
de los sustratos <xidables a los aceptores finaleg, como el
oxigeno (Qg). En el caso de los cloroplastos v las bacterias
fotosintéticas, el segundo sistema es una cadena de electrones
movilizada por la absorcién de luz visible dande lugar a la

formacién de oxigeno ¥ a la generacion de NADPH y ATP (2).

LA PRODUCCION DE ATP POR LAS CELULAS

La busqueda de un intermediario quimico que acoplara la
oxidacion de los sustratos oxidables a la santeslis del ATF origi-
nalmente propuesto por Slater (3), significo un gran esfuerzo,
sin éxito. Fue hasta 1961 cuando Peter Mitchell {4), postuld la
hipétesis quimiosmotica en la que propone que el  intermediario
buscade era un gradiente de protones generado a traves de la
oxidacién de sustratos que cedian su energ:ia a los complejos
redox de la membrana. La parte fundamental de 1a hipotesis
quimicsmética establece que la cadena de transporte de electrones
de las mitocondrias, los cloroplastos o 1las bacterias, esta
acoplada a la sintesis del ATP por el potencial electrogquimico
del proton (delta uw™) en las membranas transductoras de energia.
El potencial elactroguimice del proton es una medids termodinami-
ca de cuan distante del equilibric se halia el pradiente de
protones. La transferencia de electrones y la sintesis del ATP
son catalizadas por proteinas que funcionan por separado que
bombean protones; esta transferencia y sintesis son reversibles.
El delta wuw™ generado por el transporte de electrones, se usa
para que una bomba de protones dependiente de la hidraolisis del

ATP funciona en direccion contraria, por ejemnplo en la sintesis



de ATF (5} .

LA MITCCONDRIA ES UN ORGANULO TRANSDUCTOR DE ENERGIA

Las funciones primarias de las mitocondrias consisten en la
conservacién de la energia proveniente de la oxidacién de sustra-
tos y su utilizaclion para la sintesis del ATP. Una mitocondria
promedio, va sea la de un mamifero o de un eucarionte mas simple,
como la levadura, tiene aproximadamente las mismas dimensiones
que la bacteria Escherichia coli. Comunmente Se presenta como una

purtichla ovalada de 1 a 2 um de largo ¥ 0.5 a 1 um de ancho (6).

7 ’.—~ ——
5 08 em

Figura 1. Corte de una mitocondria de higado de rata
que muestra las cuatro estructuras (7)

Tipicamente, una mitocondria tiene dos membranas separadas,
las cuales conforman dos espacios internos diferentes. La membra-
ﬁa periférica, cohocida como externa, es5 unha cubierta in-
interrunpida que rodea totalmente el contenido del organulo. La

Begunda membrana es interna con respecto a.la anterior y también
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copstituye un espacio continuo. Debido a que la membrana interna
forma una serie de invaginaclones llamadas crestas, su longitud
es mucho mayor que la externa (6).

El espacio intermembranal se localiza entre las membranas
interna y externa, vy la matriz estd delimitada por la membrana

interna (vease figura 1) (6).

Distribucién de las enzimas mitocondriales

El desarrollo de algunas técnicas ha permitido la separacion
de las membranas mitocondriales y los componentes de los c¢empar-
timientos. Gracias a dicha separacioén se ha podido precisar 1la
distribucion de diversas enzimas en el orgénulo (6).

A-Membrana externa. Contiene un numero considerable de enzi-
mas; sin embargo, no constituyen ninguna via metabédlica completa,
y Dpor lo tanto, los datos de compesicién no dan una idea clara
acerca de la funcién de dicha membrana. Las dos enzimas mas fre-
cuentemente usadas como marcadores de la membrana externa son la
monoamina oxidasa y la NADH-oxlidasa insensible a rotenona, in-
cluye asimismo varias enzimas relacionadas con la biosintesis de
los fosfolipidos. También tiene proteinas, llamadas porinas, que
actlan tomo poros inespecificos para solutos de menos d& 10 kilo-
daltones (kD) (6).

B- Membrana interna. La foaforilacion oxidativa es la fun-
¢ién méas inportante de la mitecondria. Esta actividad es catali-
zada por cuatro complejos respiratorios y por la ATP sintasa.
Estas cinco enzimas se localizan en la membrana interna y consti-
tuyen gran parte de la masa de la membrana. Ademéds de los conmple-

jos respiratorios y la ATPasa, en la membrana interna se locali-
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zan la piridin-nuclectido-transhidropenasa, la f-hidroxibutirato-
deshidrogenasa, v los cistemas responsables del transporte de
iopes, sustratos ¥ nucledtidos. Las concentracliones de NabH vy
NADPH estan separadas de lag del citosol, mientras que lag con-
centraciones de) ADP y el ATP se encuentran comunicadas c¢on las
del citosel por medio del translocgador de nucledtidos de  adenina
(6).

C-~Espacie intermembranal. &Se han encontradoe muy pocas acti-
vidades enzimaticas en el espacic intermembranal, la mas impor-
tante de ellas es la de 'la adenilato-ciclasa la que probablemente
mantiene el balance adecuado de nucledtides de adenina en 21
organuleo (6).

D-Matriz. Casi todas las enzimas solubles de lo mitccondria
se hallan en este espacliec. La lista de actividades es muy exten-
sa, perc las gue encierran particular importancia son los siste-
mas enzimadticos del ciclo de log acidos tricarboxilicos y de 1la
oxidacién de acidos grasos. La matriz contiene adamas ADN, ARN de
transferencia, anmincacil-transferasas, ADN ¥ ARN polimerasas, y
otros compenentes de la maquinaria mitecondrial de trangoripeion

y traduccion (6).

SISTEMA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES Y FOSFORILACION OXIDATIVA

El sistema de fosforilacion oxldativa de los sucariontes se
localiza en la membrana interna mitocondrial, la cual e integra
con ~70% de proteiné ¥ ~30% de lipidos. Log lipidos predominantes
son la fosfatidilcolipa {(~40%), la feosfatidiletanolamina (~38%) v
la cardiolipina (~15%) (8), En mitocondrias de corazon de res, el

~50% de la proteina de la membrana interna esta asoclada con los



sistemas de enzimas que catalizan la fosforilacion oxidativa, el
reste Incluye varias proteinas transportadoras Yy enzimas que
actuan como donadoras de electreones a la cadena respiratoria.
Funclonalmente, el sistema de fosforilacion oxidativa est& com-
puesto de cinco complejos enzimaticos lipoproteicos (9)., Estos
son:

- NADH:ubiquinona oxidorreductasa (compiejo I},

- Succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo II),

~ Ubiquinol:ferricitocromo ¢ oxidorreductasa. (complejo III),

- Ferrocitocromo c:oxigeno oxidorreductasa (complejo IV), v

- ATP sintasa {complejo V) (9).

En la tabla 1 se presenta la informacién referente a pesos
moleculares, composicién polipeptidica, grupos prostéticos y pro-
porciones relativas aproximadas de los complejos respiratoriocs en

mitocondrias de corazénm de res. De los aproximadamente 60 poli~-

Complejo A B [o4 b E
I 0.7 a 0.9 25 - - FMN, centros Fe-S 1
11 0.14 4 as - - FAD, centros Fe-S 2

hemo beeo
111 0.25 9 a 11 2 hemo bee=, bwas. C; 3
centro [2Fe-25)

iv 0.16 a 0,17 13 3 hemo aas, Cla, CUay 6 a 7
v 0.5 12 a 14 2 nucleétidos de 3a5b

adenina, Mg=*

A- Peso molecular x 10°® (monomero). B- Polipéptidos. C- Poli-
péptidos codificades en el ADN mitocondrial. D- Grupos
prosteticos. E- Abundancia relativa en mitocondrias.

Tabla 1. Caracteristicas de los complejos I, II, III, IV y Vde 1la
menbrana interna mitocondrial (9)



pepfidos distintos que formah a estos cinco complejos enzima-
ticos, se gabe que an los mamiferos tan sélo seis de ellos estan
codificados por el ADN mitocondrial y son cintetizadsoe dentro de
la mitocondria; el resto de las proteinas $oOnh producte de  les
ribosomas citoplasmicos e importadas a las mitacondriaz (10).

Los cinco complejos enzimaticos del sistena de fosforilacion
oxidativa mitocondrial interactuan funciconalmente como se muestra
en la figura 2. Los complejos I, I1I. II1I y IV, la cosnzima @ v &l
cltocromo ¢ constityyen la cadena respiratoria. Log acarreadorss
de electrones de la cadeha respiratoria son ecztructuras quinoides
flavin-mononucleotido (FMN}, flavin-adenin-dinucleotido (FAD] ¥
coenzima Q@ (CaQ) y complejos de metales de transicion grupos
fierro-azufre, hemo y cobre unido a proteinas. Las sstructurasg
quinoides y los grupcs fierro-azufre predominan en la region de
potencial redox (Em)¢0, vy los hemo y ¢l cobre en la region de
En30., Como se observa en la escala del E, en la parte superior d¢
la figura 2, los acarreadores de electrones de la cadena respira-
toria mitocondrial parecen constar de tres regiones casi equipo-
tenciales, en 1las cuales los cambics de energia son fenores de
100 mvV. También existen intervalos {representados por los espa-
¢ios entre los cerchetes en la escala de Esn de la figura 2) en
que las diferencias de gnergia entre los componerntes de la zadena
respiratoria son mayores de 100 mV. No =e conoce el significado
de estas caracteristicas en relacion &l mecanismo de transduccion
de energia por la cadeha respiratoria mitocondrial; tan solo e
sabe que en las regiones casi equipctenciales hay un maximo de
conservacidédn de energia {9}).

En tres reacciones de oOxido-reduccidén de la cadena respirs-
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toria (representadas por los complejos I, IIl y IV) la enperpia de
oxidacidtn se conserva por un proceso de translocacion vectorial
de protones y genera un potencial electroquimico (delta u.*) a
través de la membrana. La energia potencial asfi producida puedse
ser utllizada para la sintesis del ATP. Si se cubre el gasto de
energia necesario, toda la cadena respiratoria puede ger reversi-
ble, excepto el paso final donde la transferencia de electrones
desde el citocromo as al oxigeno no lo es. Este hecho es impor-
tante ya que desplaza el equilibrio del sistems hacia la trans-

locacién de protones (9).
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Figura 2. Esquema del sistema de transporte de electrones y
fosforilacion oxidativa, que muestra los componentes de los com-
plejos I, II, III, 1I1vy V, y el acople energetico a través del
delts uw* entre los complejos transductores de energia I, III, IV
y V. La escala Ew es aplicable a todos los componentes de la
cadena respiratoria, excepto FeSn-im (Emumrm{-400 nV), FeSa-
2{Emamwe~=~400 MV), ¥ Dsec {(Emaww-100 mV) (9)
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Los complejos I, III y IV aislados e incorporados a vesi-
culas fosfolipadicas sintéticas catalizan la translocacion de
protones acoplada a la transferencia de electrones; ademas la
incorporacion conjunta de los complejos 1 o IV con la ATP sintasa
en liposomas ha reconstituide la fosforilacion oxidativa (11 a

13).

COENZIMA @

El descubrimiento de la coenzima @ fue hechc por Crane,
Hatefl, Lester y Widmer en 1957 (14). Realizaron este hallazgo al
tratar de reconstituir el transporte de electrones con dos frac-
ciones, Uuna de deshidrogenasas y otra‘de citocromos, parecia que
les faltaba algo para restaurar el flujo de electrones. Esta
moleécula faltante, que resultd ser la coenzima @, fue hallada en
extractos de los lipidos de la membrana mitocondrial.

En 1958 el grupo de Folkers (1S) report6 por primera vez la
estructura quimica de la coenéima @ con su nucleo 2.3-dimetoxi-5-
metilbenzoquinona como estructura basica y su cadena de isoprencs
monoinsaturados (véase figura 3). La serie completa de homologoc
de la coenzima @ con 1 a 12 unidades isopreno fue sintetizada en

1971 por Mayer e Isler (16).

o
CHy0\, ciy
o
CHyQ CH,* CH= c-c.n;];u

X -

Figura 3. Coenzima Q.
{n=1 a 12}
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Ristribucién de la coenzima @

Existen tres quinonas lipidicas c¢on largas cadenas laterales
isoprencides que se encuentran ampliamente distribuidas, estas
80n: coenzimae Q (ubliguinonas, 2-metil-S,6-metoxi-1,4-benzeoquino-
na), plastoquinonas (2,3-metil-1,s-benzoquinona) y vitaminas K
{menaquinonas, 2- metil-1, 4-naftoquinona). La coenzima Q =e
presenta naturalmente tan solo en animales; 1la plastoguinona no
se encuentra no es absorbida ni metabolizada por los animales,
mientras que la vitamina K debe provenir de una fuente externa,
pero su forma activa no es como quinona. En plantas superiores se
encuentran los tres tipos de quinonas, ademas del tocoferol. En
la mayoria de microorganismos se encuentran coenzima Q o menagui-
nonas con cadena isoprenoide de distintos tamafios, en . pocas
bacterias est4n ambas presentes y en algunas no se encuentran
quinonas {17).

En los animales superiores, la coenzima Q:o es la forma
predominante; la rata es la excepclon mas notable, pues la Qs es
el honbloge mas abundante, c¢on solamente una pequefla cantidad de
Qzo (17). En cuante a la distribucion intracelular de coenzima G
en eucariontes, en su inicio se considert que estaba predo-
minantemente localizada en las mitocondrias, hasta que Sastry v
¢6l., presentaron por primera vez evidencia de que la coenzima Q
se hallaba distribuida en los componentes celulares de la si-
guiente forma: nucleo 25 a 30%, mitocondria 40 a 50%, microsomas
15 a 208 y fraccion soluble 8 a 10% (17).

El aparato de Golgl parece concentrar toda la coenzima O de

la fraccién microsomal y se han encontrado evidencias de su par-
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ticipacién en la transferencia transmembranal de electropes. Se
ha sefialade que la membrana plasmatica pudiers carecer de coenzi-

ma @ (17}.

Propiedades quimicas de ls cospoima Q y compuestos relacignadosg

Las caracteristicas mas importantes de la guinmica de la
coenzima Q@ en relacién a su funcion son ias propiedades redox de
su  grupo gquinona y las propiedades figicas de su tadena lateral

iseprenoide (18},

-La quimicé de homdlogos de lp coenzima Q

Como se muestra en la figura 3, la serie de la coenzima ©
abarca el nucleo 2,3-dimetoxi-S-metil-6-poliprenilbenzoquinena
con cadenas que contienen de 1 a 12 unidades isoprencides.

Los homélogos de la coenzima U del 1 al 12 son solubles en
la mayoria de solventes organicos, aunque no en agua debldo a sus
largas cadenas laterales hidrofébicas. Unicamente los homologos
del 6 al 12 pueden ser obtenidos en forma crictalina a  tempera-
tura ambiente (18).

Debide a que log potenciales de oxideo-reduccion puedan ser
determinados por polarografia o por titulacion reductiva, hay unas
variacion entre los valores reportados para compuestos pures y
guinonas en varios organulos (18). El valor del potencial nés
frecuentemente citado estd entre +104 mV v +112 nV para la coen~
zima Q aislada, para particulas submivocondrisles de corazon de
res es de +65 mV, para mitocondrias de vegetales es de +70 mV y
para el par ubiquinona/ubiquinol en Rhodepseudomonas es de +92
mv. La§ formas semigquinonas de muchas benzequinonas sustituidas

dan potenciales redox mas altos., especialmente 51 son de wvida
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corta; en el caso de semiquinonas de la coenzima Q. los poten-
ciales redox de los radicales pueden ser digsminuidos alrededcr de
los +100 mV al} estabilizarlos por medio de la union con la
correspondiente apoproteina (18).

Las quinonas pueden presentar reacciones con aminas, con
grupos sulfihidrilos, de éxido-reduccidén, de acetilacion de oxi-
dacion de un fosfato quinel y de formacion de quinhidronas (18!,
Las reaccilones biologicas mas simplec y mas frecuentemnente obser-
vadas de las quinonas son las de oxidacion-reduczion (vease
figura 4&4). La coenzima Gio y sus homologos pueden ser parcial-
mente reducidos por un electrén a la forma semiquinona ¢ total-
mente a la forma ubiquinol cuando aceptan dos electrones. Las
quinonas  alsladas pueden ser facilmente reducidas a compuestos
leuco incoloros con ditionita de sodio alcalina, borchidrato
alcalino, =zinc, hidrogeno catalitico u otros agentes recuctores.
Estas formas leuco de quinonas pueden ser reoxidadas por exposi-

cidn al aire u oxigeno (18).

Q o' oY
*H ; +H ;
€ -y < ~H
' o oy
Quinona Seniquinona Guinol

Figura 4. Reaccioén rédox de quinonas

-La quimica de anadlogos de la coenzima Q
Todos " los aspectos de la estructura de la coenzima Q@ han

sido modificados por sintesis, aunque algunos de sus analogos,
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come la serie epoxiubiquinona ¥ la rodoquinoha se presentan  en
forma natural (18).

Entre los analogos con sustituyentes en el anillo benzoqui-
nona se encuentran: la rodoquinona {2-2-amino-3-metoxi-6-metil-5-
nultiprenil-1,4-benzoquinonal, los analogoes hidroxi, los etoxi,
los bromuro y los cloruro (18).

La rodoquinona ha sido el unico compuesto del tipo de la
coenzima @ encontrado en el musculo de Ascaris. Sato y col. (19)
encontraron que la redoquinona egpecificamente restablece la
actividad de succinato oxidasa en mitocondrias del musculo de
Ascaris, .mientras que la coenzima @ no lo hace.

Los derivados 5-hidroxi de varios analogos de la coenzima Q
6-alquil benzoquinona han sido sintetizados y probados sobre la
actividad de las NADH y.succinato oxidasas de nitocondrias por
Catlin y col. (20). En cada caso la actividad enzimatica fue
inhibida entre un 20 y un 60% por estos andlogos de la coenzima
Q,

La etoxicoenzima @ restablece en 40% la actividad de parti-
culas transportadoras de electrones de mitocondrias de corazon de
res extraidas con 1so-octanc: derivados de la coenzima @ susti-
Vtuidos por dietoxi-, isocamiloxi- © diisocamiloxi- restablecen 1la
actividad entre un 1 ¥y un 107 (21).

Catlin y col. (20} encontraron que un grupo hidroxi en 1la
posicion S inhibia mas que el bromo o el cloro como substituyen-
tes en el mismo sitio.

También se han sintetizado analogoe de la coenzima Q con
diversas modificaciones en la cadena lateral isoprencide, entre

estos cambios estan la sustitucién de la cadena lateral, la satu-
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racion de la misma © la orientacién del doble enlace,

La bromo-decil-coenzima Q@ fue sintetizada por Yu ¥y Yu (22)
para usarla en el analisis del segmento ubiquinol-citocromo c¢-
reduyctasa de mitocondria, v demostraron que el espectro de la
quinona unida a proteina se degplazaba a 282 nm, siendo que sin
la proteina absorbe a 280 nm. También se emplea como patron en <l
restablecimiento de la actividad &n membranas carentes de quinona
y fosfolipidos, vya que preduce un restablecimiento total (22).
La epoxiubiquinona muestra la micma actividad in yitro que la co-
enzima @ para restablecer la actividad de succinato oxidasa, pero
el sistema de NADH oxidasa es inhibido en un 854 (18}.

La dihidr¢ coenzima 0,0, 13 cual difiere de la coenzima Gio
en que tiene un isoprenc terminal saturado ¢ raduclde, restablece
de 1igual forma que la coenzima Q,o la actividad de mitocondrias
extraidas con acetona, es decir las modificaciones en la cadena
lateral de 1la molécula de coenzima Q no son criticas para la
actividad (18).

La fitil- ¢ hexahidro-coenzima Q4 pueden recuperar un  40%
de la actividad de la succinato oxidasa (23).

Cuando a una rata se le administra intracardialmerte per-

hidroc-coenzima Q, molecula en gque la cadena lateral estd total-
‘mante saturada, ésta es retenida en el higado por periodos mase
.largos que la coenzima Q normal. Finalmente, un 40% de la quinoha
total del higado de la rata es sustituida por el andloge de
cadena lateral saturada, pero no se observan diferencias en la
funcion mitocondrial (18).

Imada y Morimoto (24) probaron icomeros cis y trans de
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varios analogos de coenzima O en la recuperacion de la aciividad
de la succinato-oxidasa en mitocondrias de higado de rata extrai-
das con acetona y concluyeron que el doble enlace trans-2',3' de
la cadens lateral isoprencide era esencial pare la maxima activi-
dad de la succinato-oxidasa.

Para ldentificar las proteinas que unen a la coenzima Q, Yu
¥y Yu (22 y 25) han sintetizado algunos andlogos marcadog radio-
activamente, tales como el QoCyo NAPA 2,3-dimetoxi-S5-nmetil-6.-
{10-[3-(4-azido-2-nitrcanilino)~propionoxilldecil]~1, 4-benzoqul-
nonal} v otros derivados azido de la coenzima @, con substi-
tuciones. del grupo azido en las posiciones 2, 3 vy 6 del anillo
quinona. Estos derivadogs de la coenzima Q@ han resultado ser
extremadamente valiosos en el aislamiento de las proteinas que
unen a2 la coenzima @ y en estudios de reconstitucion.

Con la idea de indagar el ambiente proximo a la coenzima 0O
en su sitio de union, Yu y Yu (26} construyeron un derivado de la
coenzima Q marcado c¢on spin llamado coenzima G,e THMOPOC (2,3-
dimetoxl-5-metil-6-{10-(2,2,5,5-tetrametil-3-pirrolin-1-ox{1-3-
carboxi)decil}-1,4-benzoquinona). Cuando este derivade marcado
con espin interaccionaba con la ublquinel-citocromo c-reductasa
depletada de coenzima Q y fosfolipidos., la marca del espin se
inmobiliz¢ completamente. Sin embargo, cuando estos fosfolipidos
se agregaron, la marca del espin fue similar o la mostrada en un
ambiente hidroféblco. Indicando que la cadens latereal alquil de
la coenzima G estd extendida dentro de la regién hidrofobica de

la reductasa intacta y tlene cierto grado de movilidad.
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-Antagonistas de la coenzima Q

Hay dos tipos de antagonistas de la coenzima O0: ) aquellos
que muestran modificaciones de la estructura de coenzima @ en el
anillo benceno o en la cadena lateral. Muchos de éstos vya han
sido discutidos, pero aqui se hara enfasis en los anadlogos de la
coenzima O que muestran una mayor actividad bielogica en mitocon-
drias aisladas y otros sistemas; 2) aquellos cuya estructura
quimica no es similar a la de coenzima Q. pero que son inhibido-
res efectivos de las cadenas de transporte de electrenes in vitro

(18},

A. Antagonistas con similitudes estructurales a la ccenzima Q

Hendlin y Cook (21) y Lenaz y col. (23), probaron diversos
anélogos de la coenzima Q modificados con variaciones en la lon-
giéud y la Baturacioén de la cadena lateral isoprencide vy en el
miclec quinona. Concluyeron que para restablecer la actividad de
mitoceondrias de corazon de res extraidas con igoctano, se re-
quiere de la estructura 2,3-diretoxi-S-metil-6-alquilbenzoquinona
con al menos 15 &4tomos de carbono. Ramasarma y Lester (27},
tanbfén observaron la oxidacioén y reduccion de muchas quinonas en
mitocondrias.

Crane vy Ehrlich (28} encontraron que sé necesitaban lipidos
neutros para la recuperacion de la actividad de succinato-oxidasa
con coenzima Qio y quinonas con cadenas laterales largas Iisopre-
noides; los anaAlogos de la cadena corta fueron mas efectivos en
ausencia de lipldos neutros presentes (7).

Catlin y col. (20 y 29) sintetizaron vy probaron andlogos 5~

hidroxi de la coenzima Q@ con variaciones de la cadena lateral de
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geranil a nonadecil; en mitocondrias intactas el mejor inhibtiacr
de los sistemas de NADH y succinato-oxidasa fue la 2,3-dimetoxi-
S~hidroxi-6-fitil-1,4~benzoquinona. Cuando sustituyeron Br o Cl
en la posicion cinco del anillo bencénico, la coenzima resultante
no fue tan inhibitoria como cuando tenia el grupo hidroxi.
Bogentoft y col. (30) obtuvieron analogos 5-hidroxi de la coenzi-
ma @, y compararon su actividad en los sistemas NADH y succinato-
oxidasa. Muchos de estos anadlogos con variaciones en la cadena
lateral isoprencide inhibieron mas del 50% de la actividad.

Wan y Folkers (31}, encontraron que la 2,3-dimetoxi-5-
metil-6-pentil-1,4~-benzoquinona (PB) ¥ la 2,3-dimetoxi-S-metil-6-
decil-1,4-benzoquinona (DB}, que son analogos de la coenzima Q, v
la Q=, eran tan buenos para restabler la actividad como los dos
homtlegos de la coenziméva. El 6-pentadecil coenzima Qu (PDPB} no
era tan bueno como los andlogos Qi ¥y Q=. Ackrell v col. (32)
observaron que la PB podia ser usada como aceptor de electrones
en el sistema de succinato-ubiquinona~-reductasa, pero que blo-
queaba el transporte de electrones desde la succinato-deshidroge-
nasa al deptsito de quinonas en el lado del oxigeno del centro
H1iPIP.

Phelps y Crane (33), midieron la inhibicién del trapsporte
de electrones mitocondrial del NADH, el succinato o el duroquinol
al oxigeno con los siguientes analogos de quinona: 5- -ciclo-
hexil-n-pentil-6-hidroxi-2, 3-dinetoxi-1, 4-benzoquinona Y 2~ -
ciclohexil-n-pentil-3-hidroxi-1,4-naftoquinona.

Jeng y col. (34}, probaron muchos anadlogos de la pilericidina
A como inhibidores del transporte mitocondrial de electrones. Se

han encontrado dos sitios de accién de la.piericidina A: 1) uno
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de inhibicién a bajas concentraciones de piericidina A altamente
especifico cerca de la NADH-deshidrogenasa, que puede ser el
mismo que el sitio de la rotenona; vy 2) ntro en la via de la
succinato-deshidrogenasa donde la inhibicién es reversible por
coenzima Q.

Las ubicidinas son unas sustancias relacionadas 3 la pileri-
cidina A. Gutman y Kliatchko (25) determinaron su capacidad de
inhibicién. Estos compuestos fueron derivades 2-alquil de la 5,6~
metoxi-3-metil-4-piridona, con upa longitud variable de la cadena
lateral desde prenil, pgeranil, farnesil y fitil hasta solanesil.
La ubicidina-3 inhibe en el mismo sitio que la piericidina A; el
efecto de estos dos inhibidores es aditive, y la ubicidina-3
puede prevenir la union de la piericidina A.

Otro antagonista de 1la coenzima Q, que ha mostrado que
inhibe la oxidacion del succinato y del NADH por mitocondrias de
levadura, es la S-n-undecil-6-hidroxi-4,7-dioxobenzotiazol
(UHDBT), como demostraron Roberts y col. (36). Trumpower vy
Haggerty (37) localizaron la inhibicién por UHDBT en el segmento
de citocromos be, de la cadena respiratoria. Bouwyer vy col. (38),
han usado UHDBT en Rhodopseudomenas sphaercgides para ver la
inhibicion del centro Rieske fierro—azufre-y la reduccion del
citocromo ca.

La 7-{n-heptadecil)mercapto-6-hidroxi-5, 3-quinolinquinona
(HMHQQ} es otro antagonista de la coenzZima O, como mostraron
Roberts y col. (36), al inhibir la oxidaciom del NADH y el
succinato en mitocondrias de levaduras. El grupoe de Slater uss

HMHQQ para idenptificar dos gitios diferentes de union de la
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coenzima O en la QHe.-citocromo c-oxidorreductaca (39).

8. Inhibldores competitivos de lz ccencima O

En 1971, el grupo de Folkers (40} sintetizné ¥ probd 16 5, B-
quinelinquinonas como antimetaboliteos de la coenzima Q. Doz de
estos comnpuestos tueron efectivos: 7- -ciclohexiloctil-6-hidroxi-
5,8-quinolinguinona (€CGO) y 3- -ciclohexiloctil-2-hidroxi-1,a4-
naftoquinona (CNQ). Posteriormente, Skelton y col. (41}, encon-
traren que l1la €CQQ ¥ la CNG inhibian la HADH-citocromo c¢-reductasa
vy la succinato-coenzima @-reductasa competitivamente.

La 7- -octadecilmercapto-&-nidroxi-5,8-quinolinquinons es un
buen inhibidor de las actividades de NADH y succinato-oxidasas
(18). La 6- -ciclohexiloctil-7-hidroxiguinolinquinona también in-
hibe la actividad de succinato-oxidasa y mostro potencilalidades
come una droga antimalarica (42). Los anadlogos hidroxi de la
coenzima Q han sido probados en mitocondrias de levaduras por
Castelll ¥ col. (43}); qulenes encontraron inhibicion producida
por la 2,3-dimetoxi-S5-hidroxi-6-fitil-1,4-benzoguinona (HPB). Las
coenzimas (2 y Os pueden revertir la inhibicion de 1la NADH-
oxidasa, pero no de la succipato-oxidasa. [a HPB y la 2,3-
dimetoxi-S-hidroni-6-farnesil-1,4-benzoquinona (HFB) actuan como
inhibidores de la coenzima Qs, el homologo de la coenzima @ mas
abundante en la levadura,

Trebst y col. {44) informaron que el andlogo de la ubiquino-
na 2,5-dibromo-3-metil-6-1isopropilbenzoquinona (dibromotimequino-
na, DBMIB) bloquea el transporte de electrones en cloroplastoe a
nivel de la plastoguinona, asi como que actuaba como un inhibidor

conpetitivo en mitocondriac de corazén de res, al nivel de leos
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citocromos bei:. También se ha observado una inhibicion reversible

del transporte de electrones por DBMIB en Escherjchia coli.

Funcionamiento de la coenzima Q

El ciglo @ protén-motriz. En su forma original la teoria

quimiosmoetica predice la existencia de tres asas rédox distintas,
una por cada sitlo de acoplamiento; sin embarge, la evidencisa
obtenida mediante una amplia variedad de estudios, no apova esta
prediccion. El1 numero de componentes de la cadena respiratoria
que transporta a los protones y electrones es muy limitade. La
formacion de dos diferentes asas rédox es directa; pero la
construccion de una tercera asa distinta requiere la incorpora-

cion de componentes hipoteticos que aun no sS= descubren (45).

C phase e M pliane
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Figura 5. Ciclo O proton motriz (46}

A .fin de explicar la pérdida aparente de una tercera asa
reﬁox, Mitchell modificéd su proposicién original y propuse la
existencia de un ciclo @ (véase figura 5), en que un par de
electrones pueden transleocar cuatre protones conforme se novi-
iizan a traves de las moleculas acarreadoras asociadas con la
coenzima Q vy el citocromo be, (complejo 1I1). En =s5te modelo

revisado, el complejo I translocaria dos protones (esto corres-
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ponderaa con el sitioc da acoplamiento I) y serian cuatre 1os
protones translocados por la coenzima Q y los citocromos bec, (lo
que cerresponderia con los sitios de acoplamiento I y IIl}; no
se translocaria ningun protén adicional en ia Ultima parte de la
cadena respiratoria, en donde al parecer no existe ningun aceptor
de protones (45).

Antes de que fuese postulado el ciclo @, se tenian dos pro-
blemas que eran dificiles de reconciliar con la idea de una cade-
na respiratoria lineal, en la que los electrones flutan del sus-
trato al) oxigeno. El primero de ellos era explicar la translo-
cacién da protones de una'via de dos electrones desde el sustrato
hasta el sistema de los citocromos a una via de un solo electrén
desde los citocromos hasta el oxigeno. Un segundo problema era
que el estado rédox del citocromo b era diferente del esperado en
una cadena de transporte lineal de electrones. Una evidencla
crucial en contra de la participacion del citocromo b en una
cadena lineal, se encontr6 al ver que la adicién de 2,3-dimercap-
topropanol (British-anti-lLowlsite o 8AL} o antimicina corta el
flujo de electrones entre los citocromos b ¥ ¢, mientras que al
utilizar los dos a la vez se inhibia la reduccion de los b (46).

En 1975, Mitchell postuld que la coenzima Q desempela un
papel no s6lo en la transferencia de equivalentes de reduccion
del . NADH y el succinato, gino tambien en la transferencia de
electrones entre los citocromos b ¥ ¢i. También moétro como los
citocromos b transportaban los electrones a través de la membra-
na, Yy catalizan la reduccidén y la oxidacion de la ubisemiquinona
(¢ su dismutacion), c¢on el resultado de que dos protones son

translocados por cada electron transferido al citocromo ¢, (46).
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Existen diversas evidencias en favor del ciclo 2 en mitocon-
drias, entre las cualées se encuentran las siguientes:
1) Para la reduccién del citocromo b hay dos vias, una requiere
de las proteinas Fe-S de Rjeske, por lo tanto, es sensible a BAL
pero no a antimicina, y la otra es sensible a antimicina pero no
a BAL. La primera se explica por la reduccion del ferricitocromo
boes por ubisemiquiriona externa que es rormada por la oxidacion
de QHz por el grupo Fe-S. La cantidad de citocrome b rapidanente
reducible es equiparable a la cantidad del grupo Fe-S que sobre-
vive al tratamiento con BAL. Esta via tambien es sensible & mixo-
tiazol, que se cree previene la reaccion del QHz con la proteina
Fe-5, y a varios analogos de la coenzima Q, que incluyen a la
HMHQG@, que inhibe la oxidacion de la proteina Fe-S por el cito-
cromd C.. La segunda via es la reduccién del bme= por la OHa,
cerca de la cara interna de la membrana, via el reverso de¢ la
oxidacion del citocromo b por la ubisemiquinona interpa, gque
normalmente ocurre en el transcurso del ciclo ¢. Esta reaccion es
sensible a antimicina. Ambas vias son sensibles a HMHOQ, pero &
bajas concentraciones se inhibe especificamente la segunda via
(46) .
2} Se han identificado mediante RPE las dos especies de ubisemi-
quinonas pogtuladas por Mitchell (47).
3) Ya que la concentracién de ubisemiquinona libre en equilibrio
con la quinona libre y el quinol es muy baja, v la dismutacion es
myy alta, la deteccion de las especies de semiquinona implica que
deben estar preferencialmente unidas (con respecto al quinol y la

quinona), presuniblemente 2 las protainas que unen quinona, des-
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cublertas por King y su grupo; por lo tanto. la existencia de
estas proteinas es una evidencia a favor del ciclo @ (46).

4) Cuando se introducen electrones dentro de la GHx:citocroms o©
oxldorreductasa por medio de un pulso de luz en presencia de
centros de reaccion aislados de cromatoforos, cltocrome ¢ de
mamifero y antimicina, 1la velpcldad con que el citocromo bgez €8
reducido es la misma que 13 de los citocromos ¢ + C; (46).

A pesar de todos estos datos a favor del ciclo @G, tambien
existen otros resultados que no pueden ser explicados con este
modelo. Para abarcar todos estoS datos se ha propuesto gue el
complejo 'III funciona como un dimero (48}); sin embargo, no ahon-
daremos mas en este tema ya que el modelo del ciclo Q es igual de

util y mas facil de abordar para nuestra discusion.

La poza de guinonas. En las mitocondrias existe una gran
poza de coenzima @ funcional entre las deshidrogenasas primarias
¥y la porcion cltocromo de la cadena de transporte de electrones
{69 vy 50). Su localizacién estd bien establecida gracias al uso
de 1nhibidores que evitan tanto la oxlidacién como la reduccion
de la quinona (26). Se ha visto'que la extraccion de la quinona
‘de la membrana interrumpe la reduccion por NADH o succinato en
casl todos los citocromos (51).

La coenzima 0 es de 5 a 10 veces mas abundante que las des-
hidrogenasas o los citocronos (véase tabla 2). Lo que ha motivado
la aseveracién de que se encuentra como un depésito rédox entre
las deshidrogenasas ¥y los citocromoe. También la cinética de su
onido-reduccién es consistente con su funclon (51). Green habia

vislumbrado que la ceoenzima @, por ser lipdsoluble, podria ser un

30



acarreador mévil de baljo pesc molecular entre los grandes comple-
jos fijos de proteinas, tales come los complejos I y I1 vy el
complejo III (51). Klingenberg ha enfatizado la similitud del NADH
y la coenzima G cono coenzimas con capacidad de transferiy hidreé-
genos, al actuar la coenzima O como un celector de electrones de
las distintas enzimas unidas a flavoproteinag (51).

Componente Concentracion
{umel/g prot)

Deshidrogenasa del succinato {FAD} 0.28
Deshidrogenasa del NADH (FMN) 0.23
Hierro no-hemo 3.3
Coenzima @ ' 3.4 a 4.5
Citocromo b (total) 0.8
Citocromo c + ¢, 0.2
Citocromo a + &o 1.6
Cobre 1.6

Tabla 2. Concentracién de los componentes redox
en las crestas mitocondriales (51)

No se tiene certeza de como se encuentra ¢l deposito  de
quinonas en la membrana, peroe las posibilidades parecen ser limi-
tadas y estar sujetas a estudio experimentsal. Crane (5S1), corre-
laciona varios estudios relativos a las reacciones rédox de qui-
nonas, la extraccion, la exposicién a la superficie y las rela-~
clones entre la estructurs y la funcisn con conceptos de la es-
tructura de la membrana para eéncontrar un lugar para la coenzima
@ en la membrana; sus conclusiones son las siguientes:

1. El intercambio redox completo de todas las moléculas de coen-

zima Q. Kroger y Klingenberg han mostrado que el 90% de la coen-
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zima Q@ mitocondrial sufre un cambio redox proporcional a la tasa
de oxidacioén del succinato o el NADH v que esta coenzima O (Q.)
actlia como un depodsito homogeneo. El 10% de la comnzima Q (Gy) =s
inactiva y la &, aumenta conforme la membrana envejece (51).

2. La coenzima Q no esta unida a proteina. La facilidad con que
se extrae la ubiquinona de la membrana con solventes organicos,
se ha tomado como evidencia de que la quinona no esta fuertemente
unida a proteina (S1i). Un argumento mas convincente puede surgir
de la -observacion de que eé posible incorporar mas de tres veces
el contenido original dg coenzima Q activa en una membrana ex-
traida con pentano (51). La coenzima G en la membrana tiene un
maximo de absorbencia a 275 nm al igual que en etanol, por lo
tanto no se puede observar una desviacion espectral que indique
que esta unida a proteina (S1); sin embargo, este punto ain esta
en discusiéon, como veremos mas adelante, va que Yu y Yu (52) han
mostrado pruebas de la existencia de proteinas que unen quinona.
3. La larga cadena lateral isoprenolde. Las cadenas laterales de
las coenzimas Qs 2 Qio (25 a 45 carbonos) son aproximadamente tan
largas como las cadenas de acidos grasos combinadas en las bica-
pas membranales (dos acidos grasos tienen de 28 a 40 carbonos).
Todos los dobles enlaces de la coenzima Q@ son trans, 1o que pro-
duce una configuracion recta que podrla extenderse completamente
a través de la bicapa lipidica. Como alternativa, la coenzima @
podria formar una capa dentro de la bicapa lipidica con las cade-
nas isoprenoides perpendiculares a las cadenas de acidos grasos
de los lipides (51).

4, Los efectos de la modificacion de la cadena isoprencide. Al
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restablecer la actividad de oxidasa después de la extraccioén con
solventes, la cadena lateral toda cis ¢ ccmpletamente saturada
tiende a ser menos activa que el conmpuesto natural tode trans
(5%),

La presencia de un doble enlace en el primer carbono de la
cadena lateral o de un grupe hidroxi en el tercer carbono, re-
ducen mucho la actividad. La larga cadena recta toda trans es mas
activa, ya que al alterar la posicidn del doble enlace o al
adicionar un grupc hidroxi puede cambiar la posicisn del anillo
quinona en relacién a la proteina de la membrana (51).

5. El anillo quinena no estd expuesto en la superficie de la mem-
brana. Los compuestes hidrofilicos que no penetran en las crestas
de la membrana no causan la oxidacion o reduccion de la coenzima
@ en ella, aunque i producen su oxidacién o reduccion al estar
suspendida en agua. La adicioén de una coenzime Q@ liposoluble de
cadepa corta (u otra quincna como la menadiona), permite la
interaccién con la coenzima @ interpa. Para alcanzar una alta
tasa de oxidacion de UQueHz por las membranas de las crestas, se
necesita afiadir detergente. Parece que el anillo quinona esta
protegido en ambos lados de la membrana por una capa hidrofobica.
Esto es consistente con la observacién de Chance en cuanto a que
el apagado de la fluorescencia del anille quinona, ocurre sola-
mente con una sonda biflucrescente que penetra 14 A dentre de la
membrana, es decir, cerca de la mitad de La bicapa lipidica (31},
6. La extraccion diferenctal y el restablecimiento de quinconas.
Frecuentemente se ha observado que la extraccién parcial de la
coenzima Q por pentano, no inhibe en la misma proporcién todos

los sistemas de oxidasas. Ef mitocondrias de cerazon la actividad
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de succinato-oxidasa se pierde antes que la de la NADH-oxidasa.
En mitocondria de cerebro. la actividad de a-glicero-fosfato-
oxidasa se pierde primero, seguida por la NADH-oxidasa y succina-
to-oxidasa. El restablecimiento también muestra diferencias, la
actividad de succinato-oxidasa se restablece con niveles mas
bajos de coenzima Q que la de la NApPH-oxidasa en mitocondrias de
corazon, v la actividad de NADH-oxidasa es restablecida completa-
mente con niveles menores de coenzima Q, que la succinato-oxidasa
de mitocondrias de cerebro. Parte de la diferencia entre la
pérdida y el restablecimiento de la actividad por diferentes
cadenas, puede estar relacionada con la extraccién de factores
desconocidos; por ejemplo, &1 factor P, el cual restablece la
actividad de la succinato-oxidasa sin coenzime Q en mitocondrias
de corazon extraidas con pentano, U otros factores lipidjicos
desconocidos (51}).

Como conclusién, Crane dice que el depoésito de coenzima @
parece Ser cinéticamente homogéneo, pero estructuralmente dife-
renciable, con el anillo quinona escondido de la superficie de la
membrana. La pregunta continua siendo si el anillo quinona esta en
el interior hidrofobico de la bicapa lipidica {(vease figura 6} o
en el interior hidrofilico de una doble bicapa (S1). En ambos
arreglos los anillos quinona pueden interactuar todos como un
deposito, ademd&s se sabe que lac tasae de difusién lateral en las
bicapas lipidicas son rapidas (10®seg-*), mientras que el "flip~
flop'" a través de las membranas tiende & ser lento (10-Pgeg—t}
(53). La doble bicapa permitiria un dep6sito aparentemente simple,

pero si la quinol deshidrogenasa para le cadena del NADH esta en
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una bicapa y la deshidrogenasa para el succinatc en la otra,
podrian ser explicadas la extraccion diferencial v el restableci-
miento. Los protones para la formacion de la hidrequinena podrian

4

astar mas accesibles en la regiéon hidrofilica (51},

8, ;L‘L.ﬂ‘“.“ ‘.\

Flgura 6. Posible orientacidén de las guinonas lsoprenoides en lag

bicapas 1ipidicaz. L& alternativa B mantiene al anillo guinona

protegido del ambiente acuocso por ufia capa hidrofobica
(51)

Por otro lade, es generalmente méds aceptada una estructura
de bicapa simple més aceptada para la organizacion lipidica de la
menbrana vy la extraccion diferencial podria estar relacionada al
pegado diferencial de la quinona u otros lipidos a la quinol
deshidrogenasa y las proteinas asociadas. La colocacién hidrofe-
bica también es favorecida por las pruebas fluorescentes (51).

Puede ser que 'los solventes organicos extraigan los. compuas-

tos del interior de una bicape mas facilmente que los elementos

de la bicapa misma (51i).



Ciertes inhibidores del transporte de electrones actuan en
la porcion de la ublquinona-citocromo ¢-reductasa; algunos puedsh
reaccionar en el sitlo primaric de deshidrogenasa, mientras que
otros actuan en otros componentes del complejo deshidrogenasa., El
uso de estos inhibidores, tales como los mencionados en la Bec-
cién de antagonistas de la coenzima O, ayuda a definir el sitio o
los sitios del complejo donde puede ocuryir la oxidacion del

quinol (51).

Pifusion de la coenzima Q en la pembrana. La organizacion
estructunal de la cadena respiratoria es aunh controvertida, par-
ticularmente en la regioén de la coenzima Q. Se pueden visualizer
dos <c¢ondiciones extremas: a) La cadena esté& organlzada en un
estado liquido; los grandes complejos llpoproteicos estan azaro-
samente distribuidos en el plano de la membrana, donde se mueven
libremente por difusioéon lateral. La coenzima Q y el citecrome ¢
son también acarreadores electronicos moviles, y su velocidad de
difusion es mas rapida que la de los grandes complejos proteicos;
sus frecuencias de difusion acopladas a colisién pueden ser ma-
yores o© menores que cualquier paso de reaccion en los complejos,
y consecuentemente la transferencia de electrones puede estar
iimitada por la reaccién o la difusion. b)) Alternativamente los
componentes de la cadena estan presentes como agregades, que van
desde pequefios agregados de pocos complelos hasta el extremo de
un complejoc en estado s6lido. Los agregados pueden s&r permanen-
tes o temporales, pero su duracion én el tiempo debe ser mayor
que cualquier reaccion de transferencla de electrones. La dife-

rencia entre los dos modelos concierne al mecanismo de transfe-
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rencia de electrones: en el modelo azarosc la ublqulnona asegura
la transferencia de electrones al difundirse entre los complejos,
mientras que en el modelo en grupos todas las reacciones redox
ocurren por transferencia de electrones en estado so6lido (54).

El modelo de colisién azarosa ha sido elaborade por Hacken-
brock ¥y su grupo. quienes hah mostrado evidencla convincente que
bajo las condiciones comonments empleadas todos lod  componentes
de la cadena respiratoria realizan difusion lateral independiente
v la transferencia de electrones es un proceso acoplado a la  di-
fusion. Hackenbrock tambien ha postulade que la traneferencia de
electrones tiene una velocidad limitada por la difusion de sus
componentes rédox mas rapides (la coenzima Q y el citocromo ¢
(S4}.

La difusién de la coenzima Q en sistemas modelos y en la
membrana mitocondrial interna, probada por el apagamiente de la
fluorescencia, en pruebas de unién de menbranas, se ha visto que
es muy alta, con un coeficiente de difusion de 10-®cm3®gzeg-*, lo
que suglere que la coenzima @ esta en el plano medio de la mem-
brana. El cAlculo de las distancias recorridas en el trayecto
azaroso de la quinona en la menmbrana da como resultacds que se
produzcan gran numero de colisiones por reéccion de la cadena
regpiratoria, Las evidencias indican que la wubiquinol-citocromo
c-reductasa no trabaja al limite de difusidén de su sustrato ubi-
quinol v que la transferencia completa de electrones no esta
controlada por la difusion de la coenzima @ entre el complejo I ¥y
los citocromos b-cy (la actividad de NADH-citocromo c-reductasa

es 1lndependiente de la distancia entre los complejog) (55).
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Reacciones vectoriales de la coenzima @. El grupo de Hauska

(56 vy 57) estudio las reacclones vectoriales de quinonas, compa-
raron la capacidad de distintas moleculas quincides para cenducir
electrones v protones de la ditionita al ferricianuro contenido
en liposomas. Obtuviercn los siguientes resultados:
1, La plastoquinona y las ubigquinonas, con una cadena lateral de
mas de dos isoprenos, son mucho mejores mediadores que sus homd-
logos de cadenas mas cortas. También otras benzoquinonas sin una
larga‘cadena lateral son malos catalizadores, excepto la dimetil-
metilendioxi-p-benzeoquinona, compuesto altamente autooxidable. E1
tocoferoi es asipismo un buen catalizador (5e).
2. Las wvitaminas K. (filoquinona) ¥y Kz {menaquinona) son media-
dores ineficientes en comparacioéon con la vitamina Ks (56).
3. La reaccion catalizads por quinonas con cadenas laterales
largas tiene una energia de activacién tres veces mayor, indepen-
dientemente de su eficiencia catalitica (56).
4. La reaccién catalizada per quinonas sin una cadena lateral
larga sigue una cinética de pseudoprimer orden, mientras que las
guinonas <c¢on una cadena lateral larga siguen una cinetica de
orden mayor (56).
5. La tasa de reaccion con la coenzima Q. aumenta al subir ‘el pH,
en tanto que la de la coenzima Qs disminuye (56).
6. La reaccién mediada por quinonas de cadena corta se satura con
concentraciones méds bajas de ditionita (S6).

Con base en estos datos, Hauska Q Su grupo concluyeron que
las quinonas isoprencides pueden translocar protonhes y electrones

en menmbranas lipidicas, VY que la cadena lateral es determinante
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en el mecanismo (56 y 57).

Proteinas que unen coenzima 8. La eésencia del cicle G es la

participacion de los radicales ubisemiquinona en ambos lados del
citocrome b, tanto en el lado de la matriz como en el lado del
citoplasma. La constante de estabilidad del radical semiquinona
en fosfolipides con un pH neutro, ha side estimads en alrededor
de 10~*®,  la cual es bajisima como para participar en la reaccion
de transferencia de electrones en @) sitio 1@ de la cadena respi-
ratoria. Por lo tanto, la estabilizacion del radical semiquinona
a través de la formacidn de un complejo con uno o ds componentes
redox es necesaria para llevar el E. de OH/Q y QHa/GH a los
niveles c¢ineticamente competentes de 1loS QLros componentes redox
del sitio II y asi inhibir la dismutacidon de la coenzima Q. Esto
implica la unién de la coenzima @ a proteina durante la reaccion
de transferencia de electrones (58)

La diferente distribucion de la coenzima Q entre los comple-
Jos lipoproteic¢os podria ser utilizada como evidencia de i in-
teraccion especifica de la coenzima @ con los componentes redox.
Quizd la naturaleza hidrofébica de la coenzima 0, el exceso molar
de la coenzima O presente en la membranz wmitocondrial interna
(comparada con los componentes redox) y la facilidad con la cual
la mayor parte de la coenzima Q es extraida de las particulas
mitocondriales han hecho que los investigadores enfaticen la
funcion de la coenzims @ como una molécula movil y subestimen la
unién especifica entre la coenzima Q y la proteina (S8},

En preparaciones de succinato-citocromo c-oxidorreductasa

cuando la concentracién de coenzima Q diesminuye por debajo del
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nlvel del citocromo ¢,, se observa una estimulacion de !a ac-ivi-
dad al afiadir coenzima Q exogena, Esta fue el primer indiclo de
una proteina que uniera a la cocenzima Q@ en la succinato-clitocromo
c-oxldorreductasa. Si la coenzima Q estuviera unicamente disuelta
en la faee fosfolipidica de la succinato-citocromo c-oxidorre-
ductasa, ho esperariamos una estequiometria fija (58).

El hecho de que los fosfolipidos sean removidos antes que la
coenzima Q al precipitarse con sulfato de amonio y colate, ha
apoyade la idea de una interacci6én entre la coenzima Q y protef-
nas. Tamblén se ha visto que se requiere de determinada secuencia
de adicidén de la coenzima Q y los fosfolipldos para restablecer
al maximo la actividad de la succinato-citocromo c-oxidorreducta-
sa carente de coenzima Q@ y fosfolipidos. La actividad maxima u
original fue restablecida solamente ¢uando la coenzima @ fue
afiadida antes que los fosfolipidos. La adicion de los fosfolipi-
dos previa o junto con la coenzima Q, restablece s6lo parcial-
mente la actividad, a menos de que se use ¢on abundante exceso la
coenzima Q. Esto sugiere que hay sitios de unioén especificos para
la coenzima @ en la succinato-citocromo c-oxidorreductasa y que
son ‘cubiertos muy facllmente por los fosfolipidos cuando no estd
la coenzima Q (58).

Se ha realizado el aislamiento de un pelipéptido denominado
QPs, que une coenzima Q y convierte a la succinato-deshidrogenasa
gsoluble en la succinato-coenzima Q-reductasa. Se ha propuesto la
existencia de proteinas con funciones similares en la NADH-deshi-

drogenasa y en el segmento de los citocromos b-c, (58;.
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VPEREZONA

La perezona es una benzoquinona sesquiterpenica (vease f1-
gura 7)., ailslada por vez primera por kio de la Loza en 1852, que
se obtuve de raices de plantas del género Perezia (59), Su  es-
tructura quimica fue definitivamente establecida por resonancia
magnética nuclear y comprobada al realizar su sintegis total

(60} .
ol

CHy (¢]

Figura 7, Perezona

La perezona pura se presenta en forma de unos cristales
dorados con un punto de fusion entre 100 y 103<C, con unz des-
viacion optica de -17= (en éter) y con una absorcién en el ultra-
viocleta en la regién de 206 (log & 4.15), 266 (log e 4.05) y 412
nm (log e 3.01) (61). El potencial redox de la perezona fue
determinado por titulacion potenciometrica y espectrometrica, ¥
es de +487 mV en solucidén acuosa, ELl pK del grupo OH disociable
es de 6.9 (62).

Las caracteristicas quimicas de la perezona sugleren que
puede ser util en el estudic de sistemas de oxido-~reduccién en
los cuales las quinonas desempefian un papel importante como in-
termediarios en el transporte de electrones (62).

La perezona inhibe la respiracion mitocondrial estimulada
por ADP, valinomicina, gramicidina y desacoplantes como el 1799

con glutamato~malato y succinato como sustratos oxidables (veéase
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tabla 3) (62).

El efecto de la perezona enh el consumo de oxigens estimulado
por valinomicina es criticamente dependiente de la temperatura; a
20°C inhibe en 80 a 90% la respiracién, nientras que a 35°C dis-
minuye drasticamente la inhibicidén (62 .

Consumo de Oz
{nat O=/mg prot*min)

Glut-HMalate Suceinato
Control Perezona Control Ferezona
(265 nmoles/ (265 nmoles/

mg prot)} mg prot)
Estado IV 25 24 3z 30
ADP 175 38 170 50
Valinomicina 197 50 196 60
Gramicidina 160 45 156 65
1799 180 38 142 60

Tabla 3. Efecto de la perezona en la respiracion cop glutamato-
malato y succinato (62)

La perezona es un compuesto donador y aceptor de electrones
que se comporta de una forma similar a la naftoquinona. Sirve de

mediador en el transporte de electrones desde un centro de reac-

cion de Rhodopseudomonas sphaeroides a citocromo ¢ {62). La baja
tasa de respiracion de mitocondrias de higado de rata carentes de
coenzima Q.o Se ve aumentads por la perezona. La actividad de
transporte de electrones de la perezona ha sido demostrada <on

mutantes E3-24 de levadura carentes de la coenzima 9 (62).



OBJETIVO

El trabajo que presentancs consiste en la determinacion  del
efecto de algunos derivados sinteticos de la perezona sobre el
consuno de oxigeno y la actividad de ATPaca de mitocondrias,

aisladas de higado de rata,

El objetivo principal de este provectoc es entender la par-
ticipacién de la ccenzima Q@ en los mecaniemos de conservacion de
energia de la cadena respiratoria mit ocondrial, en los complejos
I, Il y I1I de la cadena de transporte de electrones. En lo par-
ticular, nuestro proyecto con los derivados sinteticos de la
perezona, Jjunto con el real}zado en el laboratorio con la pere-
zona (62), estéd enfocado hacia el esc larecimiento de la inter-
accion de estas ben zoquinonas con el sistema de fos forilacién
oxidativa de la mitocondria; para ello se utilizaron derivados
pintétjcos de la perezona con mod ificaciones en 1las distintas

partes de su estructura.



MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

1.

Medio para aislar nmitocondrias de higado de rata
Sacarosa 0.25 M - EDTA itmM PpH 7.4 (ajustado con TRIS).

Determinacién de proteina, metodo de Biuret

NaQH 10%
Colato de sodio 4%
Sulfato de cobre 1%

Determinacién del control respiratorio y el consumo de oxigeno

Sacarosa 0.25 M PH 7.4 2.6 ml (glutamato-
malato)

2.7 ml (succinato)

2.6 ml (ascorbato-

TMPD)
Clorureo de potasio 1M 10 4l
Clorurc de magnesio 0.1 M 80 pl
Acido fosférico 0.1 H pH 7.4 0.1 ml
Glutamato 0.1 M pH 7.4 Q.1 ml
Malato. o 0.1 M pH 7.4 0.1 mi
Succipato, o 0.1 M PH 7.4 0.1 nml
Ascorbato 15 ng/ml pH 7.4 0.1 ml
TMPD 1.4 mg/ml pH 7.4 0.1 ml
ADP 20 mg/ml pH 7.4 10 4l (control
resp.)
Determinacién de actividad de ATPasa
Sacarosa-EDTA 0.25 M PH 7.4 0.75 ml
TRIS 0.2 H ’ pH 7.4 50 ul
Cloruro de potasio 1M 50 ul
.Cloruro de magnesio 0.1 M 40 @l
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Mitocondries 100 mg/ml 10 pl

ATP 60 mg/ml PH 7.4 0.1 mi

5. Determinacion de fosforo por €l métvodo de Sumner
Molibdato de amonio 6.6%
Acido sulfurico 7.5 N
Sulfato ferroso 107, afladir 1 ml de acido sulfurico

7.5 N por cada 50 ml

Estandar: Fosfato monobasico de potasio 0.01 M

6. Los derivados de la perezona utilizados en este trabalic
fueron sintetizados por la M en C Ma. Esther Garcia y Virgi-
lio Mendoza, de 1la Escuela Quimica-Farmacobiologica de 1la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

METODOS

1. Obtencién de mitocondrias por fraccionamiento (63)

Todos 1los pasos descritos a continuacion, excepto el prime-

ro, se efectuaron 1 una temperatura de 0 a 4°=C.

al

b)

cl

d)

e)

Se sometid a ayuno a una rata macho de -250 g por 12 horas.

Se sacrificé a la rata con un golpe en la cabeza. Se extrajo
el higado y se pico en la solucion de sacarosa con objeto de
lavar la sangre remanente y se repiti¢ el lavado dos veces.

Se elaboré una suspension de aproximadamente 302  {un volumen
de higado picado por dos volunenes de solucion de sacarosa).
Se homogenizé con un homegenizador Evenheimer de  pastilla
de teflon acoplado a un motor a aproximadamente 2,500 rpm  en
un vaso de 50 mi.

Se diluyé con la solucion de sacarosa el  producte homogeni-
zado aproximadamente al 10% y se centrifugo a 660 % g por 10

minutos.
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Se decantd el sobrenadante con precaucisén para evitar que se
contaminara con el paquete, para lo cual éste se desechd.

Se centrifugd el sobrenadante a8 6,800 x g por 15 minutos.
Se desecho el sobrenadante.

Se volvio a suspender delicadamente el paquete, con una
pipeta y solucién de sacarosa (1 ¢ 2 ml por tubo de centri-
fuga). Se 1llevd a la mitad del volumen utilizado en el paso
"e" y se centrifugd a 9,770 x g por 15 minutos.

Se elimind el sobrenadante, y se removio con cuidado la capa
floja. Se volvié a suspender el paquete en la forma descrita
anteriormente. Se 1llevé a un cuarto del volumen empleado en
el paso "e" y se centrifugéd a 9,770 x g por 1S5 minutos.

Se elimino el sobrenadante, y se removic con culdado la capa
floja, se suspendi6é el paquete en aproximadamente 1 ml de
solucién de sacarosa y con 0.5 ml de la misma solucion, se
lavaron los tubos. Se determiné la proteina y se diluyé de ger
necesario, hasta obtener unpa concentrecion exacta de 100
mg/ml.

NOTA: Las mitocendrias obtenidas_por este meétodo tuvieron con-
troles respliratorios en presencia de glutamato y malata, como

sustratos oxidables, de 5 o mas.

Determinacion de la concentraciéon de proteina por el método
de Biuret (64)
A 0.5 ml de muestra de proteina en agua se le afiadieron 2.0

de NaQH (10%) v 0.2 ml de colato de sodio (4%}, se mezclaron

bien y se afadieron 0.3 ml de sulfato de cobre (1%). Se incubo a

temperatura ambiente durante 10 minutos y leyo a 540 nnm.
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El estAndar se prepar¢ a partir de una solucion de albumina

de bovino (20 mg/ml, 0.5 ml = 1.0 mg).

3. peterminacion del consumo de oxigeno y del control respirato-
ric en mitocondrias aisladas de higado de rata en solucion
de sacarosa

Se afladieron los conmponentes del medio de respiracion enune-
rados anteriormente (excepto las mitocondrias y el ADP}, en la
camara de un oximetro Yellow Springs (modelo 5S), previamente
calibrado, a temperatura de 25<C con agltacion constante; una vez
estabilizado el trazo, se afadieron las mitocondrias y se regis-
tré este consumo inicial durante 1 o 2 minutos, en seéuida se
afiadio el ADP y se siguié el consumo de oxigeno hasta su retorno
al estade IV, se repitieron estas adiciones de ADP 2 ¢ 3 veces,

El ¢a&lculo de un control respiratorio se realizo por la obtencidn

de .los natomoes de O consumidos por minuto durante las dos fases

de la transicién estade III-IV. El volumen final fue de 3 ml.

Cuando se deseaba determinar el consumo de oxigeno por los
distintos complejos de la cadens respiratoria, se afadieron los
sustratos adecuados al medio de respiraciédn: glutamato y malato
para el sitio 1, succinato para el 2 y ascorbato y TMPD para el

3. Una vez estabilizado el trazo, se adicionaron las mitocon-

drias, y se inicld el trazo experimental.

Al determinar el consumo de oxigenc a diversas temperaturas,

la cémara del oximetro se coloco en un bafio de agua, con ésta a

la temperatura deseada.

4, Determinacion de la actividad de ATPasa
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Se pusieron las soluclicnes del medio de resccion (excepto
las mitocondrias y el ATP) en un tubo de ensayo a 4=C, Todavia en
hielo, se agregaron las mitocondrias. Se incubaron un minuto en
un  bafo de agua a temperatura ambiente mediante agitacion cons-
tante. En caso de que no se midiera la actividad basal de ATPasa
se afiadi6é el inductor e incub¢é durante otro minuto. La reaccion
se llevd a cabo en el bafic, e arrancd con el ATP vy se incubo
durante diez minutes; el volumen final fue de 1 ml. La reaccion
se datuvo con 1 rl de Acido tricloroacético al 30% y se introduje
en el hielo. Se centrifugé durante diez minutos. Se tomaron 0.2
nl del sobrenadante para determinar la concentracion de Pi por el

método de Sumner.

5. Determinacion de 15' concentracion de Pi por el método de
Supner (65)

A 0.2 ml del sobrenadante del medio donde se realizé 1la
reacclén de ATPasa se le afiadieron 3.4 ml de agua, 0.5 nl Je
molibdato de amonio 6.6%, 0.5 ml de Acido sulfurico 7.5 Ny 0.4
nl de sulfato ferroso 10%. Se agitéd bilen después de cada adicioén.
Se incubd durante diez minutos a temperatura ambiente y se leyod

en el colorimetro.



RESULTADOS

-Férmulas y caracteristicas de los derivados de la perezona

La perezona y sus derivados utilizados en este trabaijo
fueron sintetizados por la M en C Ma, Esther Garcia v Virglilice
Mendoza, de la Escuela Quimica-Farmacebiolédgica de la Univerzidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Los derivados de la perezo-
na con los que se experimento fueren: la hidrexiperezona (2-(1,5-
dimetil-4-hexenil)-3,6-dihidroxi-5-metil-p-benzoquinona, HP) (fig
8), el anilido de perezona (2-(1,5-dimetil-4-hexenil)-3-anilido-
5-metil-p-benzoquinona. AP) (fig 9}, la perezona reducida en la
cadena lateral (2-(1,5-dimetil-4-hexanil)-3-hidroxi-5-metil-p-
benzoguinona, PRCL} (fig 10), la epoxiperezona (2-{(1,5-dinmetil-
4,S-epoxi-hexanil)-3—hidfoxi-5-metil-p-benzoquinona} (fig 11) el
derivade V (2-{1,5-dimetil-4-hexanona)-3-hidroxi-5-metil-p-benzo-
guinona) (fig 12), vy el derivado VI (2-(%},5-dimetil-4-(S$)-hexeno-

na)-3-hidroxi-5-metll-p-benzoquinona) (fig 13).

La hidroxiperezona tiene la misma estructura quimica que la
perezona mAs un radical hidroxi en la posicion 6 del anillo
benzoquinona. El anilido de perezona tiene un radical anilido en
la posicion 3 del anillo quinona, donde la perezona contiene un
grupo OH. La perezona reducidea en la cadena lateral posee la
cadena lateral isoprenoide totalmente saturada. La epoxiperezona
tiene un grup¢ epoxi en los carbonos 4 y 5, lo cual aumenta la
polaridad de la cadena lateral isoprenoide. Los derivados V y VI
tienen un grupo cetona en el carbono 4 lo cual también incrementa

la polaridad de la cadena lateral; 1la unica diferencia entre
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estas dos moléculas es que el derivado VI tiens un doble enlace

entre los carbonos 5 y 6 de la cadena lateral.

- Efecto de 1los derjivados de la perezona sobre el consumq de
i

el s
oxigeno inducido por ADP con suystratos de los sities M

Por lo reportado per Carabez y Sandoval (62), se sabe que la
perezona inhite la respiracion an estado III (con ADP ep  exceso)
en mas de un 80% al usar glutamato y malato como sustratos, ¥ en

mas de un 70% si se emplea succinato.

En la tabla 4 se muestra el efecto de ls perezona y 5us
derivados sobre la respiracion en estado I11. Se afadieron 130
nmoles de derivado por mg de proteina mitocondrial y se midieron

los natomos de oxigeno consumidos por mg de preteina por mlnuto.

TABLA 4. EFECTO DE LA PEREZONA Y SUS DERIVADOS SOBRE LA
RESPIRACION INDUCIDA POR ADP EN LOS SITIOS @1 Y 2

Darivado Sitio 1 Sitioc 2
(130 nmoles/ Glutamato-Malato Succinato
mg de proteina +Derivado +Derivado

mitocondrial) (nat Oao/mg prot*min)  (nat Oz/mg protfmin)

Control (sin derivado) 71.9 |g

P 19.6 32.6

HP 9.8 14.7

AP 39.2 60.4

PRCL 6,5 6.9

EP 58.8 94.7

DPerivade Vv 62.1 75.1

Derivado VI 62.1 a8
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Encontramos que coh base en los resultados de la tabla 4
podemos agrupar a los derivados en tres clases segun su  efecto

sobre el consumo de oxigeno: alto, medio vy bajo.

La  hidroxiperezona y la perezona reducida en la cadena
lateral produjeron una disminucion cercana al 1007 en el consumo
de oxigeno, tanto cuyando se utilizé glutamato y malato como
sustratos como clando se usSé succinato. La epoxiperezona y los
derivades V y VI no causaron un cambilo significativo en la tasa
de respiracién del estado III. Y el anilido de perezona tuvo un
efecto intermedio al inhibir en un 40% la respiracién estimulada
por ADP, Los resultados de la perezona colncidieron con los ya

reportados,

Con estos datos no pudimos establecer diferenciags importan-
tes en los porcentajes de inhibicién de un mismo derivado en los

sitios 1 ¥y 2.

-~ Efecto de los derivados sobre el consumo de oxigeno del sitfoc 3.

Observamos que la perezona vy sus derivados no modificaban el
consumo de oxigeno del ultimo trame de la cadena respiratoria

mitocondrial.

La actividad de citocromo oxidasa al usar ascorbato ¥y TMPD,
no se afecto de manera importante por-ninguno de los derivados,

en concentraciones de 100 ug de derivado por mg de proteina.

Después de haber realizado estos experimentos preliminares,

del grupo de derivados de la perezona seleccionameg la PRCL y la
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HP por ser los que producian una fuerte inhibicién del consumo de

oxigeno.

A partir de tal seleccioén se caracterizé de manera mas
pormenorizada su mecanismo de accioén. Para elle realizamos curvas
de concentracién de la PRCL y la HP sobre el congumo de oxigeno

de los sitios 1, 2 v 3 de la cadena de transporte de electrones.

~ Efecto de la perezona reducida en la cadena lateral

sobre la respiracion de los sitios 1 y 2 estimulada con
ADP, valinomicina, DNP ¥ 1799

En la grafica 1 se aprecia el efecto de distintas concentra-
ciones de la PRCL scbre la respiracion mitocondrial con glutamato
y malato como sustratos estimulada con ADP, valinomicina o 1799.
Cada curva representa el promedic de 3 & 4 experimentos, Los
valeres control, es decir los gue corresponden a 0 nmolas ae
derivado, estan sobre el eje de las ordenadas. Aqui observamos
que las tres curvsas muestran una inhibicion del consumo de oxige-
no que llega al 109%. La actividad inducida per el ionofore de
potasio wvalinonicina es la mas sensible ya que se inhibe en un
100% con 10 nmoles de PRCL por mg de proteina, nmnientras que la
respiracién estimulada con ADP necesita 20 nmoles y con el proto-
néforo 1799 requiere de 66 nmoles para inhibirse totalmente. La
PRCL inhibe de igual manera la respiracién inducida per 1799 que
pof el desacoplante DNP. En la misma grafica vemos una pequefia
estimulacioén, que se presentd en todos los experimentos. Este
pequefio aumento en el congsumo de oxigeno se ohservé a concentra-

ciones bajas, mnmenores de 10 nmoles de derivado, en las curvas de
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ADP y 1799.

En la grafica II1 tenemos las curvas de concentracién de la
PRCL sobre la respiracion del sitio 2. No existe una diferencia
significativa entre las curvas de ADP, valincmicina y DNP con
Succinato como sustrato. Se obtienz un 100% de inhibiciOnlcon 20
nmoles de derivado por mg de proteina en cualquiera de las tres
curvas. La PRCL tuvo un efecto similar sobre la respiracién de

sitio 2 estimulada con DNP o con 1799.

De nuevo se presentd estimulacion del consumo de oxigeno a
concentraciones menores a S nmoles de PRCL en las curvas de ADP y

DNP.

- Efecto de la hidroxiperezona sobre la respiracién de los sgitios
1 v 2 estimulada con ADP, valipomicina, DNP y 1798

En 1la grafica III presentamos una curva dosis-respuesta de
la HP sobre el consumo de oxigeno con las mismas condiciones que
en la grafica I. La diferencia mas importante que observamos es
que la inhiblcién no llega a un 100% en ninguna de las curvas,
sino que se tienen uhas inhibiciones maximas de entre 80 y 90%.
asimismo el consumo de oxigeno inducido por valinomicina es el
mas sensible pues inhibe un 70% con 25 nmoles por mg de proteina,
seguido del de ADP con una inhibicién del 70% a $2 nmoles y, por
ultimo, el consumo de oxigeno inducido por 1799 diéminuye un 70%
con 70 nmoles de HP por mg de proteina. La curva con DNP fue

similar a la del 1799,

Con 1la HP volvimos a encontrar que a bajas concentraciones
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produce una pequefia estimulacion de la respiracion inducida por

ADP y 1799,

En la grafica IV tenemos las curvas de concentracion de la
HP sobre la respiracicn del sitio 2. Se observa que la sensibili-
dad a la inhibicisn con valinomicina, ADP o DNF también es total
0 estd cercana a un 100% con 29 nhmoles d=l derivado. La respira-
cién estimulada con ADP bajé drasticamente un 70%, <con 2 nmolas
de HP. Y la respiracion con valinoaicina se estimulo ligeramente,
con menos de S nnoles del derivade. La HP modifico de igual forma

la respiracion estimulada por DNF que por 179¢9.

- Efecto de la perezopa reducida en 1

la cadena lateral sobre el
consumo de oxigeno del sitjoc 3

En la tabla 5 se muestra el consumo de oxigens por la cito-
cromc ¢oxidasa c¢on ascorbate y TMPD al utilizar diferentes concen-
tracicnes de PRCL. El intervalo de concentraciones utilizado fue
muy amplio ¥y no encontramos afectada la actividad de la citocrome

oxidasa.

TABLA 5. EFECTO DE LA .PEREZONA REDUCIDA EN LA CADENA LATERAL
SOBRE LA ACTIVIDAD DE CITOCROMO OXIDASA

Cantidad de PRCL consuno de Oz

{nmoles/mg de proteina) n&t Oz/mg prot’min
control 19.3
6.66 17.1
66.66 18.8
666.66 2.9
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- Efecto de 1la perezona reducids
hidroxiperezona sobre ls respiracion e

en la cadena
n estada IV

Se midi6é el efecto de la PRCL y la HP sobre el consumo de
oxigeno durante el primer estado IV y el segundo astado 1V, EI1
priner estade IV sefiala al consumo de oxigenc de las mitocondrias
con el medio de respiracion y con sustratos oxidables; el segundo
estado IV se refiere a la tasa de respiracién una vez que las

mitocondrias han agotado todo el ADP que tenian.

TABLA 6. EFECTO DE LA PEREZONA REDUCIDA EN LA CADENA LATERAL Y LA
HIDROXIFEREZONA SOBRE EL ESTADC 1V MITOCONDRIAL

Moles de derivado Consumo de O
{nmoles/nmg de proteina)- (nadt Ox/mg prot*min)
Glutamato-malato

PRCL HP
ter edo IV 2do edo IV 1 er edo IV 2do edo IV

Control 0.7 9.2 1.3 13.6

6,66 1.6 12.3 1.6 16.3
13.33 5.7 11.4 5.7 13.1
20.00 3.3 12.3 3.3 6.5
26,66 3.3 10.86 6.5 .
33.33 * 10.e Cox 9.8
40.00 * ) . j 4.1 o
66.66 0.8 * . . 9.8
100.00 1.6 * . .
133.33 2.4 . - '

* patos no obtenidos
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En la tabla 6 s2 muestran los datcs obtenides mediante el
uso de glutamato y malato como sustratos. Por estos datos s&
aprecia que no hubo diferencias significativas entre el consumc
de oxigeno control y cuando se utilizo PRCL y HP en muy diversate
cantidades, tante en el primer come en el segunde estado IV, No
se miestran los datos, sin embargo los resultados tanto al utili-
zar succinato como sustrato oxidable fueron similares; este coin-
cide con lo esperado ya que el efecto desacoplante es indepen-

diente del sugtrato que se utilice.

~ Efecto de la perezona reducida en la cadens lateral sobre la

respiracion estimulada por valinomicipa a diferentes
temperaturas

Para comprobar si la inhibicion de la respiracion era depen-~
diente de la temperatura, decidimos ver el efecto de distintas
temperaturas sobre la inhibicion de 20 nmoles de PRCL, cantidad

que & 25°C inhibe un 100%.

_En la grafica V vemos que el consumo de oxigeno inducido pér
valinomicina aumenta rapidamente gonforme aumenta la temperatura,
hasta llegar a 210 natomos de¢ Sxigeno por ug de proteina por
minuto a los 40°C, La inhibicién por PRCL es completa a loeg 30°C,
disminuye un 15% a los 35°C y un 20% a los 40=C. Esta inhibicion

no fue reversible por menadiona a ninguna de dichac temperaturas,
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~ Efecto de la perezona reducida en la cadena lateral sobre ia

actividad de ATPasa

Observamos que la PRCL estimula la actividad basal de la
ATPasa hasta un maximo de 4 umoles de Pl por mg de proteina por

10 minutos con 0.4 umoles del derivado sobre mg de proteina.

La PRCL tiene un efecto bifasico sobre la induccion de 1la
actividad hidrolitica por la valinomicina y el DNP (véase grafica
VI}. A concentraciones menores de 40 nmoles, disminuye la hidro6-
ligsis de 4 umoles de P1 por mg de proteina por 10 minutoes a 2
umoles. A concentraciones mayores de 40 nmoles de PRCL, la hidro-
lisis aumenta hasta que a 0.4 umoles recupera el valor control,

que es de 4 umoles de Pi.



GRAFICA

L

EFECTD DE LA PEREZDNA PECUIDA EN LA CAD,

SOBRRE LA ACTIVIDAD DE ATPgxa GE MITOCOMDR A

5.0
T
E
E 404 !__
e @
La 3.0% P .
& &
g zot BRI Iy
c._L. 9//6 L 2
L -
o 1.cL e
Q.
E o0
3 < )
0.0 + At t + ——t + +=
0 10 20 30 40 580 80 TQ &7 40 100
amelns de DERMEOO rag Freg™
O DERIVADG @ VAL+DER  ~ ONF+DER
O 10 200 300 400 SO0 el OO BOD Q00 10D
50 + + + + +— + t + +
e
o~ == '
424 e, u,/
15 i
2 G
Y -'6
3.0+

pmolas Pimng Peot=1 10 man?

2.0-—3

:/




DISCUSION
Carabez vy Sandoval {62) reportaron que la perezona modifica
los procesos de oxido-reduccién de la cadena respiratoria
mitocondrial, probablemente debido a su estructura quinona. Y
propusieroh qQue la perezona actua como un vertedero de electrones
que produce la inhibicién del transporte de los misﬁos al aceptar
de 1la cadena 1los electrones provenientes de los sustratos

oxidables.

El trabajo que implico esta tesis fue desarrollade con seis
derivados sintéticos de la perezona con distintas modificaciones
en su estructura. Dos de ellos, la hidroxiperezona (fig 8) y el
anilide de perezona (fig 9), presentan modificaciones en =l
anillo quinona; el resto tan s86lo cambios en 1la cadena

isoprenoide lateral.

Como se aprecia en log datos de la tabla I y los obtenidcs
con el sitio 2, los derivados wodificados por un oxigeno en 1la
cadena isoprenoide lateral (la epoxiperezona, fig l1; el derivado
vV, fig 12 y el VI, fig 13) no mostraron un efecto importante
sobre el consumo de oxigeno de ninguno de los tramos de la cadena
de transporte de electrones. Este hecho prueba que la estructura
hidrofébica isoprenoide de 1la cadena lateral es una caracte-

ristica importante para producir el efecto inhibitorio.

Al reducir el doble enlace de la cadena lateral. como en la
perezona reducida en la cadena lateral (fig 10), se mantiene la
capacidad de disminuir drasticamente la tasa de consumo de oxi-

geno, tanto en sitic i como en 21 2.



En ios dos compuestos gque mostraron una modificacion «n wl
_anillo quinona respecto a la perezona, la hidroziperezona con un
grupo OH en la posicion 6 del anillo y el anilido de perezona una
anilina en lugar del CH de la posicion 3 del anille benzoquinona,
se  conservod el efecto inhibitorio sobre los sitios 1 y 2 de 1la

cadena respiratoria.

Decidimos estudiar mas detalladamente el mecanismo de accion
de la PRCL y 1la HP debido & 4que eran los inhibidores nas
potentes., Aunque el AP también podria resultar interesante, ya
que es el unico de los derivados que no tiene el OH disociable,
caracteristica que evita el problema de distinguir entre los
efectos protoneférico vy quinona que pueden producir estas

moléculas.

A continuacion comparamos los efectos de la perezona con los
de la PRCL v la HP. La PRCL inhibe mas rapidamente la respiracion
mitocondrial en sitio 1 qQue la HP o la perezona; la dosis
necesaria de la PRCL para inhibir un 75% el consumo de oxigeno
inducidoe por valinomicina es de 8 nmoles, mientras que la HP
necesita 25 nmtoles v la perezona 265 nmoles para preducir el

rismo efecto.

f.a PRCL llega a inhibir totalmente la respiracion en sitio
1, & diferencla de 1a HP y la perezona que nunca alcanzan a

inhibir el 100%.

También observamos que la inhibicion de la respiracion
estimulada con 1799 es menos sensible que la obtenida con

valinemicina o ADP; esta diferencia cabria explicarlia debide a
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que en la respiracidén inducida por el 1799, la PRCL y la HP
compensan sy efecto quinona inhikitorio con zu afecto
protonoforico, con lo que se obtendria una menor sensibilidad a
la inhibicién. Si bien esta ultima explicacién es factible, mas

adelante se sefalard por que se considera incorrecta.

En las graficas I v !l vemos que todas las curvas que
hicimos de concentracion de PRCL y HP, ail medir la respiracion
inducida por ADP y 1799, repetidamente presentan, a bajas
concentraciones, valcoregs por encima de los controles. Ya que

- demostramos que no actlan c¢omo desacoplantes, una posible
explicacién es que a pequeflas concentracionag arectaran la
permeabilidad de la membrana, resultando en una estimulacion del

consume de oxigeho.

La grafica III no presenta canbios importantes en la forma
en que la PRCL inhibe la respiracién inducida por ADF,
valinomicina o DNP; se alcanza un 1007 de inhibicidn con 20
nmoles del derivado. La grafica IV muestra efectus similares con
la HP. Tampoco se observan grandes diferencias en la eficacia de
inhibicitn de la PRCL v la HP cuande se wtilica succinato como

Bustrato.

Una conclusién importante que cabe destacar de estas
graficas es que, por lo general, el sitio 2 fue mas sencsible a la

inhibicién por les derivados que el citio 1.

Al conmprobar que la PRCL ¥y la HP no inhiben la actividad de

la citocromo-oxidasa y tener en mente los datos de las graficas [
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a IV pensamos que estos derivados, al igual que la perezona,
actitan en el tramoc de la cadena respiratoria comprendide entre la

coenzima @ y el citocromo c.

bado que la PRCL y la HP, al igual que la perezona, tienen
un grupo OH disociable es factible que actuen como desacoplantes.
Hecho que nos llevs a determinar el efecto de la PRCL vy la HP
sobre el estado IV mitocondrial, el cual es caracteristicamente

estimulado por loc agentes desacoplantes.

Comc muestran 1los datos de la tabla 6 no encontramos un
efecto importante de la PRCL o la HP sobre la respiracién mito-
condrial en estado IV. De estos resultados podemos concluir gue

no tienen un efecto desacoplante considerable.

Carabez y Sandoval (62) reportaron-que la inhibicidén de 1la
respiracién mitocondrial por perczona disminuye un 807% a 35°C;
dato que, Jjunto con otros, apoya el modelo de vertedero; modelo
que propone que la perezona a temperatura ambiente acepta los
electrones de la cadena respiratoria y los vuelve a regresar muy
lentamente a la cadena, al tiempo que se observa una inhibicién
del consumo de oxigeno; por lo que se propusc que el aumente de
la temperatura ccincidé con el de la velocidad de oxidacion de la
pereazona Yy de esta manera se restablece la respiracién

mitocondrial.

La inhibicidén por PRCL tampoco es reversible por temperatura
cuando se afiade menadiona, 10 que indica que no es del tipo de la

rotenona que actia sobre la NADH-deshidrogenasa.
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Por ultimo, medimos el efecto de la PRCGL sobre un sistema en

el que sus caracteristicas rédox no influyeran.

Los resultados obtenidos respecto al efecto de la PRCL sobre
la actividad hidrolitica de la ATPasa son dificiles de explicar;
por ejemplo, la estimulacién de la actividad basal de la ATPasa
al agregar PRCL no se puede explicar unicamente por un efecteo
protonoforico del compuesto, ya que la PRCL no estimula el estado
IV mitocondrial. Tampoco podemos explicar el efecto bifasice de
inhibicion—estimulacién que presenta la PRCL sobre la actividad
hidrolitica de ATPasa estimulada por valinomicina o DNP. Una
observacion que podria resultar importante es que en &l intervalo
de concentracion que estimula el valor de hidrolisis nunca rebasa
al control; ello puede seilalar que en altas concentraciones la
PRCL anula su efecto inhibitorio ¥ no, come cabria asimismo
suponer, que tenga un efecto estimulatoric sobre la ATPasa.
También seria importante conocer como influye la PRCL sobre la F,

soluble, para asi poder explicar los resultados de 1la grafica VI.

El potencial rédox de la perezona es de +487 mV {62) y los
de los derivados utilizados durante este trabajo no se conocen.
En caso de que los potenciales rédox de la PRCL y la HP fueran
parecidos al de la perezona, resultaria dificil explicar de esta
forma la inhibicién de la cadena de traneporte de electrones. La
dificultad radica en que normalmente la coenzima Q. con un
potencial rédox cercano a 0, acepta los electrones de las
flavoproteinas vy ios cede a los citocromos by a la proteina

Rieske; para que los derivados pudieran realizar esta funcién
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deberian tener un Ew similar al de la coenczima O.

Creemos que la inhibicién por los derivados es mas directa;
por ejemplo, se ha reportado que el andleogo de la coenzime O
denominade HMHQG (21) 1inhibe, =n altas concentraciones, la
oxidacion de la proteina Fe-S por el citocrome ¢,, en el nmnismo
sitio que 4inhiben el BAL y el mixotiazol: a concentraciones
menores 1inhibe la reduccién del citocromo beax por la OHx por la
reversa de la oxidacién del citocromo b, donde también inhibe la

antimicina.

von Jagow y col. {66) mencionan que los andlogos que inhiben
la oxldaclén del quinol (UHDBT, WUHNQ y HMHQG), los cuales han
sido estudiados en detalle, contienen un sistema 1,4-quinona
biciclica con un grupo hidroxi en la posicién 3 que determina la
hidrofobicidad de la molécula. Estos elementos estructurales
comunes sugieren que los sistemas biciclicos 4quinona  pueden
acomodarse en el centro de reaccién quinol-oxidante. nmientras que
lasg cadenas laterales alquil pueden situarse en la cona

hidrofébica de la membrana.

Si bien la perezona no es una quinona biciéllca creo que el
parecido estructural con estos analogos es suficiente como para
poder supones un mecanismo similar. El hecho que la inhibicién
por los derivados no sea reversible por la temperatura, es una

prueba indirecta de un mecanismo deé inhibicioén de este tipo.



CONCLUSIORNES

Con base en la discusién de 1los resultados obtenidos

concluimos lo siguiente:

- Es fundamental que los derivados de la perezona n¢ incluyan
radicales polares en la cadena isoprenoide, para observar su
efecto inhibitorio scbre el consumo de oxigeno en mitocondrias

alsladas de higado de rata.

- La inhibicioén del transporte de electrones de la cadena
respiratoria mitocondrial, producida por la perezona reducida
en la éadena lateral y la hidroxiperezona, ocurre en el framo

entre la coenzima @ y el citocromo c.

- La PRCL y la HP inhiben la respiracién mitocondrial a dosis

considerablemente menores que la perezona.

- E1 sitio 2 es mas sensible que el 1 a la inhiblcién por PRCL y

HP.

Ninguno de los derivados utilizados tienen un efecto sobre la

citocromo oxidasa.

- Los derivados no preéentaron un efecto protonoférice cldsico
que - estimulara la taga de respiracién en el estado iv

mitocondrial.

- No encontramos grandes diferencias en los efectos de la PRCL y

la HF, aunque si en la dosis necesaria para producirlos.

- La inhibicién por la PRCL no se explica ¢con el modelo del
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vertedero de electrones de la perezona, ya que su inhibicion no

es reversible por el asumente de la temperatura,

La PRCL estimula la actividad basal de ATPasa y tiene un efecte
bifasico de inhibicien-estimulacion de la actividad hidroiitica
de la ATPasa inducida por valinonicina y DHP.

Probablemente la inhibicion producida por la PRCL v la HP sea
directa sobre los sitins sensibles a antimicina y mixotiazol,

de forma similar a la lograda por ls HMHOG.
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