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RESUMEN
La cadena mitocondrial de transporte de electrones, es un sistema multien-
zimidtico que se encuentra formando parte constitutiva de la membrana inter-
na de la mitocondria. Este sistema multienzimitico de acuerdo a sus propie-
dades funcionales por ejemplo: el sitio en que los substratos entran al
sistema para ser oxidados, la sensibilidad a inhibidores "especificos" etc.
han sido separados en el laboratorio en diversos compleios, los cuales
reciben nombres de acuerdo a la secuencia de aislamiento. Desde el punto de
vista de los sitios de sintesis de energia como ATP, el sistema ha sido
dividido en sitio I, Il y 1Il. En esta tesis se presentan resultados de es-
tudios experimentales utilizando al sitio I de la cadena de transporte de
electrones como modelo para conocer los mecanismos por los cuales ese si-
tio opera en la mitocondria. Para este estudio hemos utilizado moléculas
que interactdan con diferentes componentes del compleio I, como son el
poliéter macrociclico dibenzo 18 corona 6 (poliéter 28) y la benzoquinona
sesquiterpénica, perezona. Los resultados obtenidos con el polieter 28
indican que el compleio I de la cadena de transporte de electrones depende
para su mixima actividad oxidativa y fosforilante, de la presencia del
cation potasio. La perezona fué utilizada como molécula analoga a la coen-
zima @, componente integral del compleio I de la cadena oxidativa mitocon-
drial. Los resultados obtenidos con éste Gltimo compuesto indican que la
peraezona suple eficientemente a la Col@ natural, facilitando los estudios de
determinacién de potencial redox, y los de cinética de la transferencia de
electrones mediado por la Co@ en el compleio I, de la cadena mitocondrial
de transporte de electrones. Esta molécula presenta propiedades gque por si
mismas la hacen interesante de estudiar no solamente como substituto de 1la

coenzima G sino para poder comprender los mecanismos deregulacién y funcién

de la poza de CoQ.



ABSTRACT
Mitochondrial Electron Transfer Chain is an energy transducing multienzym-
atic complex. Part of this complex is embeded in the mitochondrial inner
membrane forming a constitutive fraction of the membrane. On the basis of
methodology and the type of reagents used during the fractionation process
the system have been resolved in several cmqnents, the Electron Transfer
Chain Complexes I, 11, II1 and I1V. From the point of view of the substrates
oxidized and the site of ATP formation the Electron Transfer Chain have
been divided in three sites: 1,11 and IIl. In the present work experimental
data and the results obtainned utilizing the Complex 1 of the Electron
Transfer Chain ( NADH /Co@ Segment), as a model to understand the mechanism
of function of the segment are presented. As tools for the experimental
work, two molecules are utilized: a synthetic macrocyclic polyeter dibenzo-
18-crown-6 ( gift of Dr. Pedersen, Elastomer Division, E.I. DuPont de
Nemours, Uil;nington Delaware U.S.A.) and the natural sesquiterpenic benzo-
quinone "perezone® isolated from roots of plant of the genus perezia by Dr.
Sandoval V and Dr.F. Ualls, a gift of Dr. Esther Garcfa and Dr. Virgilio
Nendoza. Uith the former molecule the results indicate that for the opti-
mal phosphorylating and oxidative capacity of the site 1 it is necesary the
presence of the cation K as constitutive comeonent. Uith the late molecule
(perezone) results indicate that the metabolic role of Coenzyme a as elec-
tron transfer chain component can be sustituted_hy the perezone molecule,
not with the same efficiency but with enough capacity that permits kirnelic
and oxido-reduction studies of the activities undertaked by the natural
coenzyme @ of the Electron Transfer Chain. This molecule (perezone) will
allowed us to understand the vrole of the CoQ@ pool, in the electron tranfer

chain of the mitochondrial inner membrane.
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La energfa, en los seres vivos, se libera, conserva, trans—

forma y 2s utilizada en un gran numero de reacciones metabdlicas

interconectadas. El ingenioso trabalJo de muchos investigadores,

ha dado como resultado la comprensidn del metabolismo energético,

que por su detalle ha sobrepasado muchas otras ramas de la biogqui-

mica contemporanea. Muchas preguntas permanecen en la obscuridad,

POY la compleiidad estructural y funcional de las mitocondrias, de

tal manera que los mecanismos basicos del metabolismo energético

celular aun no pueden ser cabalmente comprendidos.

La respiracidn animal siempre ha sido obieto de intereés,

de sde 1777 cuando Lavoisier ( 1 ) reconocid que los alimentos

sufren combustidn lenta dentro del cuerpo y, de acuerdo con lo que

&1 Prensaba, en la sangre. Las observaciones que Lazarus

Spallanzani realizé de 1803 a 1807, establecieron que la respira-—

cidn se llevaba a cabo en los tedidos; sus estudios no fueron

conocidos ni utilizados pPor sus contemporid8neos y fue hasta 1884,

cuando McMunn ( 2 ) descubrid que las células contentan pigmentos

respiratorios aue €1 1lamd “"Miohematina e Histohematina", que se
Ppodian reducir ¥y que en ese estado presentan espectros de absor—
cidn de luz caractéristicos. Sus hallazgos se consideraron un
"error experimental" principalmente por Hoppe—Seyler ("uno de 1los

bicguimicos mas influyentes de la época"), ya qQue suponia que los

Pigmentos respiratorios de McHunn eran producto de descomposicidn

de la hemoglobina.
Los estudios espectroscdpicos de Keilin (3) en 1925, demostra—

ron la existencia de tres diferentes "pigmentos" con bandas



caracterfisticas de absorcidén de luz, (&04, S64 y SSO nm)J, que ;

llamé Citocromos a, b y c. ( Figura 14 y 1B ).
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Como corolario de estos hallazgos, se llegd a la idea de un
transporte de electrones, a través de la llamada cadena respirato-
ria. Este concepto se complementd por el conocimiento de que el
Proceso, dependia también de la participacidn de los Piridino
nucledtidos ¥y las flavinas asociadas a las deshidrogenasas corvres-—
Ppondientes.

Fué a principios del presente siglo que los estudios formales

de la quimica de las oxidaciones bioldgicas, se iniciaron ( 4 ).



El conocimiento de que los substratos se oxidan por deshidro-—

genacién se atribuye a Wieland ¢ S ), quien de 1912 a 1922 demos—

tréd que varios colorantes artificiales, como el azul de metileno,

Pueden substituir al oxfigeno soportando la "respiracién" de las

células. Los estudios realizados por Harden y Young ( 4 ), dieyon

lugar al aislamiento de los piridino nucledétidos solubles. En 1904

estos mismos autores observaron que al dializar el "Jugo™® de
levaduras Ppierde la capacidad para fermentar a la glucosa. A

partir de esos estudios concluyevron que el proceso de fermentacidn

depende de una molécula dializable, ademas demostraron que 1la

fermentacidn se restablecfia al anadir al medio un concentrado del

dializado o el mismo Yiugo™" Previamente hervido. Este material

dializable y termoestable, llamado por Harden y Young "Cozimasa®,

resultd ser una mezcla de fésforo inorgédnico, difosfato de tiamina

y NAD, este uUltimo componente no se caracterizdé hasta 1935 ror wvon
Euler quien demostrd qQue estaba estructuralmente relacionado con
el adcido adenilico. Posteriormente,

Warburg y Christian ( & >

describieron su estructura quimica.

En 1929, a partir de los estudios qQue se estaban realizando en

relacidn con la presencia de purinas en el masculo esquelético,

Fiske y Subbarow aislaron y caracterizaron la moldgcula del ATP(7).

Posteriormente Lundsgaard (8-10) y Lohman (11-13), demostraron

que la hidrdélisis del ATP era la fuente de energfa para la con—

traccidn muscular, y Que éste se regeneraba si se deJaba "respi-—

rar™" al masculo. Simultaneamente se descubrid aue la sintesis de

ATP acompafiaba al proceso llamado glucdlisis sin embargo, audn no

habia sido reconocido gque la principal via para la produccidén de

energfa bioldédgica, es la que se realiza en el sistema multienzima-—
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tico asociado a la membrana de mitocondrias y de cloroplastos.

Estos organelos contienen enzimas y coenzimas que catalizan
la transferencia de electrones y/o hidrdgenos, de un donador a
un aceptor. La energia generada durante el proceso de oxidacidn,
se transforma y se captura en forma de ATP, el donador mas versa-
til de energia en las células wvivas.

Los estudios de Warburg con carbdn obtenido de diversas
fuentes, lo llevaron a proponer que el hierro encontrado en algu-—
nas preparaciones actiwvas, Yy ausente en pPreparaciones inactivas
(obtenidas por eJemplo de canas), actuaba como catalizador de
algunas oxidaciones. Tratando de identificar de que material se
trataba, encontrdé en el material aislado de teJdidos, wuna substan-—
cia que contiene hierro a la cual didé el nombre de "ATMUNGSFERMENT

lo que significa enzima respiratoria. De acuerdo a sus observacio—

nes emitié su teoria de la "activacidn del oxigeno", Ppara tratar

de explicar por pPrimera vez, las oxidacicnes bioldgicas.
Actualmente se sabe gque el hiervro "actiwvador" de las oxidacio-—

nes bioldgicas corresponden a los citocromos vy que la enzima

respiratoria de Warburg coincide en sus propiedades con la cito—
cromo oxidasa.

Los resultados de la época no podfian explicarse totalmente con
la teorifia de UWarburg de la activacidn del oxigeno, Uieland propuso

una teoria complementaria que llamé de la "activacidn del Hidro—

geno", de acuerdo con la cual, ciertos &dtomos de hidrdgeno de 1los
metabolitos son activados por la accidn de una enzima. El hidro-—
geno activado serfa removido por un "aceptor" de hidrdgenos, del

tipo del oxigeno o cualquier otro agente oxidante. La teoria de

10



WUieland encontré apoyo, Principalmente en el trabaJjo de Thunberg,
quien Junto con otros_invéstfgadores de la época encontrdé que las

deshidrogenasas especifi;és,_'efgctiVamente hacfian "l4abiles" cier-—

tos hidrdégenos, los cuales . a su vez podfian ser removidos por las
moléculas aceptoras de hidrégenos, como 1 azul de metlileno $%
otros colorantes Y, en unos cuantos casos dirvectamente POYT el
oxigeno.

La observaciédn de que la mayorfia de los substratos oxidables,
aun cuando son activados por las enzimas correspondientes, no
pueden ser oxidados directamente por el oxigeno molecular, llevd a
A. Szent—Gyorgi (14), a postular gque ambas situaciones son wverda-—

deras Y que se requiere su accidn conjunta y complementaria, para
que se realicen las oxidaciones bioldgicas.
El Progreso en el estudio de las oxidacicones bioldgicas, hizo

claro que, ni la teorfia de la activacidn del oxigeno, ni la teoria

de la activacidn del hidrdgenoc servian en conjunto, pPara explicar
en su totalidad los pProcesos involucrados en las oxidaciones

biolédgicas. Fue necesario proponer la existencia de "intermedia-
rios" o acarreadores de Oxido-reduccidn. La existencia de molécu-—

las con esas caracteristicas se demostrd en 1921 por F.G. Hopkins
(15) quien aisld el compuesto glutatidén a partir de diferentes
tedidos, Yy demostrd que ésta substancia, puedé existir con su

azufre reducido como sulfidrilo ( G—-SH ) o con el azufre en estado
oxidado como disulfuro (G6—-S—-S-G)>. Ademias demostrd que la forma
reducida es rapida y facilmente oxidada por el oxigeno, y qQue el
compuesto disulfuro oxidado es reducido en los tedJidos.

Los metabolitos actiwvados, que son oxidados en la mitocondria,
a través de la cadena oxidatiwva, para producir la mayor parte de

11



la energfia utilizable para propédsitos bioldgicos, son relativamen-—

te pocos asi como de muy diversa naturaleza y origen.

Krebs encontré que la adicidén de cantidades cataliticas de

intermediarios del ciclo de los Aacidos tricarboxilicos, a homoge-—

nados de pechuga de pichdn, estimulaba el consumo de oxigeno. al

realizar éstos experimentos en anaerobiosis incuvando con piruvato

Y oxaloacetato demostrd que se acu mulaba citrato. Utilizando
malonato encontrdé que los metabolitos que se acumulaban eran
succinato, cetoglutarato Yy citrato, lo Que le permitio no

solamente Proponer la existencia de esa via metabdlica como un

ciclo sino ademas, que las oxidaciones bioldgicas se encuentran

ligadas a esa via metabdlica.

La primera observacidn que correlaciond la oxidacidn del piru—

vato y la esterificacidén de fosfato a los monofosfato de hexosa,

se realizd en 1940 por S. Ochoa (16) en homogenados de cerebivo,

bas&andose en los estudios realizados por H. Kalkar (17) con homo-—

genados de rinon sobre la esterificacidn de fosfato 2 1la glucosa,

demostrdé que el proceso de fosforilacidn esta ligado a2 1la oxida—

cidén de succinato, describiendo en esta forma la naturaleza de 1la

fosforilacidn oxidativa en el cerebro.

Un avance importante en el estudio de las oxidaciones bioclogi-—

cas, se logrd por la introduccién de las técnicas de fracciona-—
miento celular, por medio de homogenizacidn y centrifugacidn dife—

rencial, ya que con esta metodologia se corroboraron muchos de los

resultados obtenidos en estudios realizados con rebanadas de tedi-—

do, Ppermitiendo lo que con el sistema de rebanadas no se pPuaede

lograr, que es separar y definir, claramente a quien de los compo-—




nentes celulares corresponden que funciones.

En 194S Lardy y Cols. (18>, describieron una serie de substan-—

cias, que tienen la propiedad que cuando se anaden a concentracio-—-

nes adecuadas, a homogenados tisulares aumentan la velocidad de
las reacciones exergdnicas, mientras gque disminuyen las funciones

de sintesis de ATP. En su trabaldo mencionan la publicacidn pione-

ra de Hotchkiss(19), quien en 1943 encontrd que el 2,4—-dinitrofe—

nol ( DNP >, molécula que evita o bloquea la captacidn de fosfato

PoOYr la levadura de panaderia, cuando el substrato en el medio es
glucosa. Sin

embargo otros autores, sugieren que este hallazgo

experimental corresponde a Clifton (20).

Loomis y Lipman (21), describieron que el DNP puede remplazar
al fosfato, ya que en una preparacidén obtenida al centrifugar un

homogenado de rinédn de coneJo a través de un buffer de bicarbonato

de sodio y cloruro de potasio, complementado con un sistema rege-—

nerador de ADP (hexoquinasa), encontaron que €1 DNP a concentra—
ciones de 1.8 x 10 -4 H, no afectaba la velocidad de consumo de
oxfigeno ( 8.0 y 7.9 uatomos de 02, del control y del experimental
respectivamente ) pero que si disminuvye, la captacién de fosfato
( 17.5 a 1.3 umolas el control y el tratado respectivamente)d.

En 1949 Kennedy y Lehninger (22), demostraron que, en general,

los sistemas enzimaticos de los tejidos animales, responsables de

la oxidacidén de los metabolitos, se asociaban a una fraccidn,

particulada de la cé€lula. Prediccién hecha con anterioridad por D.

Green en sus estudios relacionados con la localizacidn de los

componentes, y el metabolismo de los intermediarios del ciclo de

Krebs en la mitocondria (23). Kennedy y Lehningher realizaron sus

estudios Pioneros sobre la localizacidn del metabolismo de los

13



l{pidos, en homogenados de higado en KCl y bicarbonato de sodio,

preparados en el aparato descrito por Potter y Elvehdiem (24). La
fraccidn particulada obtenida por Kennedy y Lehninger, se asocid
con los "granulos grandes" y las estructuras filamentosas (mito—
condrias) descritas por Benseley desde 1934 (25), las que Poste—
riormente fueron identificadas por Claude (26> asi como POoYr
Hogeboom y Schneider (27,28).

Hogeboom, Claude Y Hotchkiss (29, ( parte del “"grupo
Rockefeller") realizaron analisis cuantitativos que demostraron
que las actividades de la "oxidasa" succinica y la citocromo

oxidasa estaban asociadas a la mitocondria.

Con la certidumbre de que la mayor parte de las oxidaciones

bioldgicas se encuentran asociadas a las mitocondrias, Kennedy Y
Lehninger, realizaron sus clia&sicos estudios sobre la oxidacidén de
los dcidos grasos

a acetato, Yy sUu coneccidn con los

diversos
intermediarios del ciclo de Krebs, llegando a demostrar claramen-—
te, que este pProceso metabdlico de oxidacidn se realizaba en

el
material particulado

y separado por centrifugacidn a

partir de
homogenados de higado de rata, identificado pPlenamente como mito-—
condrias (305. Las observaciones de Kennedy y Lehninger

fuevron
oblietadas por Potter (31)

quien basadndose en la determinacion del
"cociente de citolisis" sugerfia que el proceso metabdlico de la
oxidacidn de los &cidos grasos, solamente pPuede realizarse en
celulas intactas. Sin embargo Kennedy y Lehninger ( 32), refutaron
esos argumentos cuando aplicando el método de Hogeboom, Schneider
~y Palade para aislar la fraccidn mitocondrial purificada, demos—

traron que obtenfan los mismos resultados que obJjetara Potter.
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Un avance importante en el estudio de 1la cadena oxidativa

mitocondrial, fueé la introdutdién;de las técnicas espectrofotomé-—
tricas por B. Chance (33), las que permitieron proponer la secuen-

cia de los componentes coloridos en la cadena oxidativa

dvrial.

mitocon-

En el estado actual del conocimiento sobre estas reacciones,

es claro, que tanto en las mitocondrias como en los cloroplastos,

el principal donador de hidrdédgenos para la cadena de transporte de

electrones es el agua. El1 aceptor final de las mitocondrias y de

los cloroplastos es diferente, ya que para las mitocondrias es el

oxigeno y en los cloroplastos es =1 NADP.

Aal Ppapel del agua como donador de hidrdédgenos para la cadena
oxidativa mitocondrial se le ha dado poca importancia. Sin embar-—
go, si se considera que las transformaciones metabdliicas que
ocurren, para la oxidacidn del piruvato a C02 y agua a trawvés del

ciclo de Krebs, el agua se incorpora a diferentes intermediarios

en tres pasos:

A) hidratacion del fumarato a malato,

B> condensacidn de l1la acetil CoA y oxalocacetato,
€C) hidrdlisis de la Succinil CoaA.

de ésta manera los hidrégenos del agua, incorporados en las reac—

ciones intermedias, son canalizados a la cadena oxidativa mitocon—

drial.

Slater (34) ha sefialado que el término "cadena de transporte de
electrones" mitocondrial, Prejuzga la importancia de los electro-—
nes,

Por lo que propuso €1l empleoc del nombre de cadena respirato—

ria S medor, el de cadena oxidativa. Este ultimo término también

se aplica al sistema multienzimitico de cloroplastos.

15
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En la cadena de transporte de electrones mitocondrial, Para
que la energifa se "fije"

en el ATP, deben ocurrir una serie de
reacciones, las cuales pueden estar directa ¢ indirvectamente rela-

cionadas con la sintesis del ATP.

Hasta el presente se ha establecido que el fosfato inorganico,
no es necesario para las reacciones primarias de conservacidén de
la energfia (35), es decir las reacciones de édxido—reduccidn POY
transferencia de electrones y que se traducen en la generacidén de

un potencial transmembranal, una carga de superficie de membrana y
una diferencia de concentraciédn de protones transmembranal, las
cuales pueden determinarse en preparaciones acopladas de fraccio-—

nes submitocondriales ( 36,37 .

Se ha observado gque un aumento en las reacciones que utilizan
energia, cualquiera que sea el proceso: biosintético, transporte
activo de solutos, contraccién muscular,

etc., se traduce en un

aumento del consumo de oxigeno. A veces el cambio puede ser drama-—

tico, por ejemplo durante el vuelo de 1la mosca, el

incremento
pPuede ser hasta de &0 wveces (38>,

Por lo que el consumo de oxf{geno
se considera un refledo de la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial. A su vez la senal para este aumento en condiciones

acopladas, es la disminucidén del potencial de fosforilacidn de los

adenin nucledtidos citoplasmaticos. El potencial de fosforilacidn

puede expresarse pPor la siguiente ecuacidn:

Pot.fosf.(citoplasm.)= G ATP(c)= G ATP+RTInN(CATPI/LADPICPil(c)

A pesar de que, como una consecuencia del aumento de las acti-—

vidades hidrolfticas de ATP llevaria a la demostracidn de una



disminucidén del potencial de fosforilacidn, é€sta ha sido elusiva vy
dif1cil de demostrar. En el mdasculo, telido en donde los cambios

en la utilizacidn de enevrgia, son una condicidn experimental
relativamente facil de lograr, si se ha podido demostrar una
disminucidn en el potencial de fosforilacidn (39). Sin embavrgo
ésta,

no se ha podido inducir en el corazén, cuando a éste oSrgano
se le impone una carga de trabalo,

resultado que se explica porqgue

en este teJido rapidamente se establecen mecanismos compensato—
rios, que contrarrestan el efecto de una disminucidén del potencial
(40> . Recientemente, se ha logrado inducir en corazdén per fundido,
una disminucidén del potencial de fosfato, cuando en vez de un
aumento en l1a carga de trabaJjo se le somete a un aumento de
Ppresidn; a

condicidn de que la concentracidén de ADP utilizada en

la ecuacion 1 se calcule a partir de concentraciones medidas de
ATP, creatina y fosfocreatina (41,42). Lo que explicaria la
concentracion de ADP libre en el citoplasma, aue se mantiene
cercano al equilibrio, como consecuencia de la actividad de la
creatina cinasa que se localiza exclusivamente en el citoplasma.
Si se acepta que ocurre un cambio de potencial de fosforilacidn
entonces, se puede plantear la pregunta de cémo se correlacionan
un aumento en la captacidén y utilizacidn de oxigeno, con un aumen—
to de la sintesis de ATP. Una manera, es que la funcidn acoplada
de la cadena respiratoria, medida como consumo de oxigeno, se

refledJe en un aumento de la sintesis de ATP lo que B.

Chance ((43)
definid como:

"La capacidad de los tedidos vivos, pPara acelevar la veloci-
dad respiratoria durante la actividad metabdlica, Yy su regreso al
estado basal que se caracteriza por una baJja velocidad respirato-—

17




ryia, cuando la actividad metabdlica llega a la fase de restitucidn
de los compuestos gquimicos utilizados durante 1la actividad®. E1l
mismo autor definid en términos particulares, el conceprto de
control respiratorio para la actividad mitocondrial como:

"E1l cociente del valor obtenido en el consumo de oxigeno
cuando se afiade ADP ( ESTADO 3), y el valor del consumo de oxigeno

que se obtiene después de que se ha utilizado €1 ADP" ( ESTADO 4) .
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CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES Y SU RELACION CON

LA
FOSFORILACION.

Se demostrd que la mayor parte de la energfia liberada por la
oxidacidn de substratos, ¢

G Ox/Red)> se conserva en forma de

Potencial de fosforilacidén de ATP (

GATP(c)l))(ecuacidn 11, cuando
el G Ox/Red estid definido por:
G ox/red = -nF Eh e .. 2D
en donde n es el numero de electrones transferidos, E es el

Faraday (23062 cal volt —-1/equiv—1) y Eh es l1la diferencia obser—
vada del potencial de reduccidn entre el par donador y el aceptor

de los electrones.

El potencial observado de reduccidn, para cada par transpor-—

tador de electrones es definido por:

E - = RT/nF 1n lfaceptorl/Ldonadorl .. (3D

en donde E - corresponde al potencial medio de reduccidn en

condiciones estandar para cualguier par de elementos de la cadena.

En el estado 4 de la respiracién (44) o respiracidn controlada al

completarse la fosforilacién del ADP, el G del ATP es aproximada-—

mente el 0 % del G ox/red, al tomar en cuenta la transferencia

de electrones del substrato al oxigeno (45).

Los componentes de la cadena respiratoria pueden dividirse en
tres grupos, cada uno de ellos con diferencias de Ppotencial de
dxido—reduccidn relativamente Pequefias (486). Se supone que los
tres sitios de mayor caida del potencial redox corresponden a los
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tres sitios de fosforilacidén, cada uno de ellos designados como

Sitio I,II ¥y III respectivamente. El sitio I se localiza entvre el

NAD /NADH <« Eh=-320 mV) y l1la Col ox/red ( Eh=-.20 a 0.10 V), el

sitio I1 entre la CoG ox/red vy el citocromo c ¢ Eh= 0.254

V) Fel3+/Fe2+, el sitio 111 entre citocromo at Eh =0.290 V) Fe 32+/

Fe 2+ y 172 02 4 Eh= 0.815S V a 1 atm.)s/ HR20.

La diferencia de potencial en el Sitio III de la cadena oxida-—

tiva mitocondrial es mayor de 300 mV (O0.S30V>H. Sin embargo se

sintetiza un solo ATP como ocurre en 1 sitio I (0.270 V) o en e1

sitio II (0C.220 V). Una posible explicacidén para esta observacidn
€es qQue no todo el potencial generado en €ste sitio se utilice para
la sintesis de ATP (47,48)>. (¢ FIGURA 2 ).

Los datos Ppermiten postular la existencia de un estado de alta

energia o su equivalente, generado en cada uno de los tres sitios.

La mayor 1liberacidn de energf{a en el sitio III, esta de acuerdo

con la observacioén experimental de la mayor dificultad para que se

realice la reversa del transporte de electrones mediada POr la

hidrdélisis de ATP en el sitio III, a diferencia de lo que ocurre

en el sitio I. De este Ultimo punto puede concluirse que:

A) Este sitio se encuentra cercano al equilibrio con el poten—
cial de fosforilacidn vy,

B) La transferencia de electrones del citocromo a, al oxigeno
se realiza mediante un pProceso de no equilibrio con el po-—
tencial de fosfato, suieto a otro tipPo de control (48),

en comparacidn con los sitios 1 ¥ 11 que se encuentran
en equilibrio con é€éste, durante el estado 4 de la respira-—
cidn.
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La proposicidn de Uilson de que las reacciones de Sxido
reduccidn de los sitios I y 11 permanecen cercanos al equilibrico

con el Gp { cambio de potencial estandar para la sintesis de ATP,

en un rango l1lamado de control dinamico de la fosforilacidn
oxidativa, ha sido sometida a serios cuestionamientos POV
Lemasters y cols. ¢ 49 ), no por los datos pPresentados, los cuales

PoOYr otra parte son casi idénticos a los obtenidos por Lemasters,
sino por las diferencias fundamentales en cuanto al tratamiento
desde el punto de vista termodinamico de los resultados. Segun
Lemasters el tratamiento de los datos utilizado por Wilson wva en
contra de la primera ley de la termodina&mica, haciendo evidente
que hay un error b&sico en el andlisis del grado de oxidacidn de
los substratos utilizada por Forman y Wilson. El error basico al
que se refiere Lemasters es que, segun Forman y Wilson, la oxida-
cidn de substratos como el hidroxi—-butirato, pPor un sistema
mitocondrial, rinde mids energfa que cuando son oxidados por un
sistema no mitocondrial. Puntualiza Lemasters que es una regla de

la termodindmica qQue las funciones de estado ( H,T ¥y S > son inde-—

pendientes del camino seguido desde un principioco hasta un fin. Si
consideramos G = H - TS, la igualdad semnala a G como una funcidn
de estado, ya que depende de las funciones de estado H,T ¥y S, pPor

lo tanto tambidn es independiente del camino seguido pPor la reac—

cidn de oxidacidn del substrato, de donde se concluye que el G <
G = H - T S) para la oxidacidn del - hidroxi butirato serd
igual e independiente de si la oxidacidn se lleva a cabo en la

mitocondria o né.

Para comprobar esta afirmacidn Lemasters determind el G de 1los
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sitios 1 ¥y 11 bajo dos condiciones experimentales, que consistie-—

ron en determinar el CONTROL Respiratorio tanto a baJjas

(CR= 2.86)
como a altas ( CR>S

) concentraciones de fosfato.

En el Primer
caso supuestamente la

reaccioén se encuentra baijo el 1lamado
"control dinamico™" aun después de la adicidédn de ADP, ya que la
reduccidén de los citocromos c+cl deberifia permanecer practicamente
sin modificarse, expaerimentalmente si se observa un cambio an la
reduccion de los citocromos mencionados. Una expPlicacion posible
es considerar gque durante los primeros segundos gque siguen a

la
adicién de ADP la pProporcidn substrato—producto ( Hidroxi—-buti-
rato y acetoacetato > no cambia. Haciendo los cdalculos del incre-—
mento en la reduccidén de los citocromos, se observa Qque este

cambio genera un cambio en el G1+2 (correspondiente al cambio de
energia libre de Gibs del sitio I y 11 combinados),

/mol, cantidad mucho

Uilson.

de 0.2 Kcal

menor a las 2.2 Kcal/mol calculadas pPov

De lo senfalado anteriormente Lemaster concluye que el

Gi+2 se
encuentra

fuertemente fuera del equilibrio con el Grp durante la
transicidn del estado de "regposo" al estado "activo" de la
fosforilacidn oxidativa.
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SITIO I DE LA CADENA OXIDATIVA MITOCONDRIAL
(SEGMENTO NADH — CoQ)
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NUCLEOTIDOS DE NICOTINAMIDA
DESHIDROGENACION Y TRANSHIDROGENACION.

Los nucledtidos de nicotinamida,

fueron las primeras coenzimas
identificadas (4)

y constituyen la pPrincipal via de transferencia
de equivalentes reductores hacia la cadena oxidativa mitocondrial.

Schatz y Racker (S3), demostraron que el primer sitio de fosfo-
rilacién oxidativa, se pPuede determinar tanto en particulas submi-
tocondriales como en la preparacidn de Keilin—Hartree, con NADH
como donador de hidrégeno y Coenzima 0 como

aceptor. Utilizando
diferentes

tipos de inhibidores,

concluyeron
catalizada por

que esa actividad
la NADH deshidrogenasa mitocondrial, es muy sensi--
ble a rotencna. )
La NADH Deshidrogenasa mitocondrial se aisld por Edelcoch

(S1)
y Hahler (S2)>. Mahler utilizd para el aislamiento de la enzima un
tratamiento con adcido, etanocl y temperatura y demostrdé que la

enzima aislada, es una flavoproteina que contiene hiervro y azufre,
Y que presenta las siguientes caracteristicas

(S3)
( FIGURA 3a >,

de composicidn
actividad ( FIGURA 3 B »

y pPropiedades espectrofo-—
tomeétricas ( FIGURA 3 C),

que permiten conocerla casi

en su tota-—
lidad.

La deshidrogenasa de NADH se ha solubilizado a partir de

mito—
condrias

y Pparticulas submitocondriales

(SMP o ETP)Y vy
(EC 1.6.5.3 )

compledo 1
utilizando detergentes como

Digitonina (54,55)

¥
lisofosfatidilcolina (S6,575, substancias necesarias ya que se
trata de una proteina integral de membrana. Tambigén se aisla pPor
la

accidén de agentes caotitrdpicos como la urea y el Perclorato a

concentraciones hasta de 0.S M (S8).
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La deshidrogenasa de NADH aislada de mitocondrias o particulas

submitocondriales se divide en dos clases (59, la de alto reso

molecular o TIPO I v la de balJo peso molecular o TIPO I1. De

acuerdo a las caracteristicas cingticas de actividad constante de

la enzima tipo Il se concluye que esta enzima es parte de la

enzima tirso 1. La heterogeneidad de la deshidrogenasa de NADH se

demostro en 1263 Ppor Cremona (605, utilizando un gradiente

discontinuo de sacarosa, en el que obtuvo dos fracciones con esa

actividad que posetfan un volumen especifico diferente.

El componente Pesado (tipo 1) se considerd un polimero o una

impureza y esos autores lo descartaron, mientras que el componente

ligero (tipo I1) fué el que utilizaron para sus estudios.

La demostracidn de que las preparaciones tipo 1 vy II de la

deshidrogenasa del NADH difieren solamente en el grado de disper-—

sidn fueé aportada por Dooideward (&61) quien ademéas confirmd las

observaciones Ppublicadas pPOYr Cremona. La evidencia dada por

DooiJeward consiste en que una preparacidn de enzima Tipo 1 al ser

tratada con fosfolipasa, etanol Aacido, urea, tiourea o enzimas

protecliticas, cuantitativamente se convierte en la enzima tipo I1

enriquecida en flavina, cabe hacer notar que los tratamientos
utilizados por DooidJeward modifican las caracteristicas cingticas

b4 de especificidad de la enzima, como fug demostrado por Singer

(&2 . En estado estacionario o de actividad constante, las dos

enzimas pueden describirse en cuanto a sus caracteristicas cinéti-—

cas POrY un solo mecanismo ordenado de ping—pong operando simul—

taneamente (63D, ya que tanto la constante de asociacidén del NADH

a 1a enzima oxidada (k1), la disociaciédn del NADH (k—1) y la
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disociacidn del NAD (k4) son iguales en los dos tipos de pPrepa-—
racion. La Principal diferencia se encuentra en la constante de

velocidad (k2) para el fluJjo de electrones desde el NADH unido en

la enzima hacia el grupo aceptor de electrones en la enzima

(segu-—
ramente la flavina),

que es cuando menos cuatro drdenes de magni-—

tud menor en el tipo 11I. La k3 (constante de wvelocidad para la
oxidacion de la enzima reducida por un aceptor, es dos Srdenes

(con fervicianuro) o m&s con ferricitocromo c.

E1l hecho de que se observe una doble inhibicidén por substrato
de la enzima tipo I, sugiere la posibilidad de que los dos grupos,
donador y aceptor, pueden ser alcanzados por los substratos a
través del mismo puerto ( hendedura en la enzima)d.

Cuando la fraccidén obtenida de la preparacidon mitocondrial

o
del Compleldo 1,

se pasa por una columna de Sephadex G 100, se

obtiene come ha demostrado Hatefi,

un pico Uunico ¥y simétrico de
75,000d +- &4 constituido por una flavoproteina, lo gque indica un
alto grado de purificacidn del material. La electroforesis de é&ste

material en geles de acrilamida natiwva, también 44 una sola banda
Pero cuando é€sta electroforesis se hace en presencia de SIS, el

material se separa en tres bandas de polirpéetido con pesos molecu—
lares aproximados de S,

24 y + 10 Kd. La enzima aislada es

soluble en agua y cataliza la oxidaciédn de NADH a quinonas(&37 .
Los experimentos de Ragan (64) demuestran que en ese mismo siste—
ma, se obtienen dos péptidos a partir de l1la enzima soluble (obte—

nida por tratamiento con agentes caotrdépicos),

uno de 87 y otro de
S Kd,

lo que coincide con gque el contenido de flavina,

aislado a
rpartir de la

enzima ( 14 a 14.7 nmolas/mg de pProteina) de

una
relacidn molar de 1 a 1 (&5).
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Comparando la actividad de deshidrogenasa soluble, con la acti-—
vidad de deshidrogenasa unida a la membrana, la Primera tiene
menor actividad, Por mol de flavina y una Km mayor para el NADH.
Estas modificaciones en los pardametros cinéticos indican que para
la actividad &éptima de la enzima, se requiere cuando menos uno de
los siguientes factores: A) integridad de 1la membrana, B) un

componente que no copurifica con la pPreparacidédn enzimatica & C) un

componente estructural o funcional que se pierde durante el aisla-—

miento o durante la purificacidn.

La enzima membranal es sensible a cationes de la misma maneva
que la enzima soluble aislada a partir de una Preparacidén de
compledo I. Esta enzima soluble,

Presenta una menor actividad de
deshidrogenasa por mol de flavina y una Km mayor para el NADH. La
adicioédn de guanidina—HC1l ( hasta 1S5S0 mM),a una Preparaciodn de
enzima solubilizada disminuye la Km Ppara el NADH vy aumenta la

llevandolos a valores cercancs a los de la enzima membranal
unida al compleJjo I.

Umax,

Una explicacidn posible para el efecto de los cationes,

es que
en

las enzimas dependientes de nucledtidos de nicotinamida o de
adenina (&66) incluyendo la Transhidrogenasa del NADPH ———— NAD ,
los residuos de arginina del sitio activo, actuan con carga posi-—
tiva, como iones guanido, que aparentemente funcionan como sitios

de unidén o fiJaciédn del o los subtiratos. Estos sitios posiblemente
participan en la fijJacidn de los

substratos correspondientes,

durante la actiwvidad de las enzimas deshidrogenasa y transhidroge-—

nasa (&7 . Los cationes como la guanidina, actuarifian entonces
regresando

los valores cinéticos de la enzima soluble a los valo-
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res conocidos para la enzima membranal, lo que se expPlicaria si se
Propone que la deshidrogenasa solgble contiene menos ( POvr eJd.
Pérdida de un Polipéptido) grupos arginilo que quedan en una
posicidn menos favorable, Para la unidén de los substratos, compa-—
rando

con los grupos arginilo de la enzima nativa de mitocondria,
ETP & de compledo 1.

La cadena oxidativa mitocondrial adem&s de oxidar al NADH vy al

NADPH cataliza la reacciodn de transhidrogenacidn de NADH a NADPH y

viceversa a través de una enzima,

la nucledtido transhidrogenasa
(EC 1.6.1.1.)>. La Primera sugerencia de la existencia

de dsta
enzima transhidrogenasa de los pPiridino nucledtidos,

que cataliza
una reaccidn dependiente de energila, fueé dada pPor Krebs (68D
Quien encontrd Que la reaccidn es sensible al DNP. Esta enzima
cataliza 1la transferencia directa y reversible de hidrdgeno entre

un dinucledétido de nicotinamida reducido (NADH)

y difosfo piridin
nucledtido de nicotinamida y adenina oxidado (NADP), de acuerdo a
la reaccidn: NADH+H + NADP —-————-— NAD + NADPH.

La enzima fué descubierta en 1952 por Colowick y cols

(62 . Un
ano después los mismos autores describieron la preparacidédn de la
enzima transhidrogenasa insoluble, obtenida a partir de tejidos de
mamifero y que siempre estad asociada a la membrana interna de la
mitocondria. La enzima purificada esta constituida por un sélo

Ppolipéptido con un peso molecular de 97 Kd. Durante su purifica—
cidédn frecuentemente se contamina con las subunidades alfa y

beta
de l1la ATPasa,

con deshidrogenasa succinica y con deshidrogenasa de

NADH. La enzima purificada,

es estable hasta por dos meses a 4

4
el medio se complementa con

si fosfolipidos, si se omite este
Paso, el SOX de la actividad de la preparacidn, se pierde en 24
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horas.

Ernster (70-72) y Kaplan (73) demostraron independientemente,

que la reduccidén de NADP por NADH que se realiza en la mitocon-—

dria, es catalizada por una NADPH-transhidrogenasa cuya actividad

es dependiente de energfa (véase Krebs , (68), con una Rap de

equilibrio mayor (S00) (74), que la constante de equilibrio Ppara

la reaccidn de transhidrogenacidn en ausencia de energia, cura Kap

es de 0.79 con un Go = +0.14 kcal/mol. Se utiliza una unidén de
alta energia del ATP, pPor cada molécula de NADP que se reduce
obteniendo los mismos resultados con particulas submitocondria—
les (75).

La reaccidn de transhidrogenacidén se realiza por medio de la
formacidn de un complejo tevnarioc ordenado (7&), de vida media
corta, que se forma a través del mecanismo de Teorell—-Chance,

proceso durante el cual no se produce recambio con el agua del

medio que rodea a la enzima.
Aun cuando la transhidrogenasa de NADH membranal no se ha

purificado completamente, se puede concluir qQque es diferente a la

transhidrogenasa solubilizada obtenida del complejo I, por las
siguientes razones:
1> La enzima solubilizada puede catalizar la reaccion de

transhidrogenacidén NO dependiente de energia.

Tanto la enzima solubilizada como la unida a membrana son

inhibidas por altas concentraciones de NADH+H , NAD y ade-

nin nucledtidos, pero no pPor adenina, que solamente in—

hibe a la snzima membranal.

2) El pH Optimo para la enzima membranal es de &6.0 a 6.5,
mientras que la enzima solubilizada no presenta esta ca-—

racteristica, medido desde pPH 5.0 hasta 9.0
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Skulachev (77), ha presentado evidencias de un efecto electro-

génico de los componentes que participan en la reaccidn de trans-—

hidrogenacidn. Este efecto electrogénico se ha estudiado en parti-—

culas submitocondriales, en las que la adicién de NADH o de NADPH
produce una diferencia de pH a través de 1la membrana de la Ppartif—
cul, se traduce en una alcalinizacidn del espacio interno, que

indica que la reacciédn de transhidrogenacidn se acompafa de una

liberacicédn de protones hacia el medio de incubacidn. Los datos de

Skulachev fuevron confirmados por wvan de Stadt (78) guien pPor
primera vez demostrd una sintesis neta de ATP a partir de ADP y
fosfato a expensas de la reaccidn de NAD + NADPH ———————— NADH +
NADP. Skulachev, apoyandose en la hipodtesis quimiosmdética de
Mitchell (79O, Propuso que la transhidrogenasa mitocondrial fun-—
ciona como bomba transmembranal de protones lo que explica su
caracteristica electrogénica, y su mecanis mo de reaccidn. Esta
hipdtesis le permite explicar para ésta enzima porquéeé la energia

devrivada de la cadena oxidativa, puede desplazar el equilibrio de

la reaccidn hacia la reduccidn de los nucledtidos corvespondien—

tes, a través del gradiente de protones generado por la actividad

de la cadena oxidativa. El mecanismo propuesto por Skulachev para

la accidn de la transhidrogenasa es el siguiente:

NAD— + TNC1
NAD.TNC1 + NADPH4-—
NADH2-.TNC1 + 2H+ (f)
NADH3.TNC1 + TNC2
NADH3.TNC2
NADH2-.TNC2

NAD— + NADPH4- + 2ZH+(f)

NAD.THNC1

NADH2—-.TNC1 + MNMADP3-
NADH3.TNC1
NADH3.TNC2 + THNC1
NADH2—.TNCZ + 2B+ <(d)>
NADHZ2- + TNC22

NADH2— + NADP3- + 2H+(d>

en donde TNC1 y THNC2 corresponden a dos formas de transhidrogenasa

con la Propiedad de transportar NADH3 respectivamente, hacia
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adentro =] hacia afuera de la membrana. Los datos de Skul achev

estan de acuerdo con los de Rydstrom (80), escencialmente en tres
aspectos: 1) la existencia de dos formas de transhidrogenasa una
que cataliza la reaccidn dependiente de energia, y otra Que cata-—
liza la reaccidn no dependiente de energia ( THNC1 b TNCZ2 de
Skulachev), 2) el mecanismo de reaccidn que propone s por medio
de la formacidn de un compledo ternario ordenado, 3) Qque la ener-—
gia pProveniente de la cadena oxidativa que impulsa la reaccidn de
transhidrogenasa, es aguella representada por el gradiente de
Protones que se genera durante la actividad de la cadena. En otros
aspectos la Proposicidn de Skulachev es incompatible con las
proposiciones de Rydstrom en los siguientes puntos: la participa-—
cién de los protones, por eJemplo,' como efecto de la energiza-—
cidn, solo a nivel del complejo enzima—NADH, no tomando en cuenta

los datos de que las constantes de disociacidédn de los dos comple-—

Jos binarios (EA y EQ en la terminologfia de Rydstrom) se alteran

drasticamente por la energizacidn. De acuerdo a la hipdtesis de
Skulachev la sola adicién de NADH, en ausencia de NADP, deberia
ser capaz de alterar el gradiente de protones a traves de la
membrana de la vesicula, lo que no se ha demostrado experimen—

talmente. Segundo la hipdtesis de Skulachev define las dos formas
de transhidrogenasa TNC1 y TNC2 como dos entidades estdéaticas, sin
conversién de una forma en la otra durante la reaccidn, de manera
que no toma en cuenta la dependencia de las velocidades maximas
relativas de las reacciones hacia adelante o hacia atras mediadas

por la transhidrogenasa, bajo las condiciones de concentracién de

CLNADH+1 CENADPH]l/ C[NADH] CNADP] = 0.003 ( wvalor que corresponde

2
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un "potencial de nucledtidos de nicotinamida®"

de G+ 0.14+1 .39

log ©0.003 + —-3.4 kcal/mol, en donde el wvalor 0.14 es el

Go basado

en la constante de equilibrio conocida que es de 0.79 2 30 C y pH

7.5 para la reaccidén NADH+H + NADP ————-— NAD + NADPH. Es el
pPpotencial de los nucledtidos de nicotinamida €1 que regula la
transformacidn de la transhidrogenasa de la forma inactiva (TH) a
la forma activa (THX). En conclusidén el mecanismo propuesto POV
Skulachev d& una interpretacidn correcta para los aspectos termo-—

dinamicos de la reaccidn, pero por otro lado no toma en cuenta los

aspectos cineticos de la misma.

Un aspecto importante de la reaccidn de transhidrogenacidén
dependiente de energia (NADH+NADP ———— NAD+NADPH), es que durante

el proceso se consume una unidén de alta energia, pProveniente de la
hidrdlisis de ATP. La reaccidn en reversa por otro lado, cuando se
estudia en particulas submitocondriales acopladas, no tiene el
mismo rendimiento energético.

Los resultados obtenidos indican, 1la

sintesis de solamente 22 nanomolas de ATP/min/mga de proteina,
segdin lo reportado por wvan de Stadt (71). Estos resultados signi-—
fican que la reduccidn de NADP, requiere de un elevado consumo de

energfa ( S5S.0 Kcal / mol), que no es recuperable ya que aparente-—

mente se utiliza para aumentar la afinidad de la enzima por el
NADP (4.7 kcal/mol para una K - =500 en donde el G = -8.4

kcal/mol (hidrdlisis del ATP).
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B. FLAVOPROTEINAS Y OXIDO - REDUCCION

La deteccidén inicial de la riboflavina o de un derivado de
misma fue el aislamiento, repor tado en 1879 por Blyth, de un
Ppigmento resinoso impuro al qQue llamd lactocromo. Despuss de un
pPer {odo de aproximadamente 350 anos, varios grupos iniciaron el
aislamiento de Ppigmentos amarillentos de una gran diversidad de
fuentes, entre esos compuestos se encuentranmn el Citoflav, aislado
Poyry Banga y Szent—-Gyorgy,

el Liocromo de Ellinger y Koschara y la
Lactoflavina aislada también por Ellinger.

El Primer trabaJdJo en el que se describe

el aislamiento de
riboflavina cristalina fue de UWUagner—Jauregg qQuien aisld de

clara
de huevo unos cuantos miligramos de ovoflavina, este trabajo did
origen al descubrimiento del papel nutricional de la vitamina B2 .

Un aspecto importante en la funcion de la vitamina,

fue la obser-
vaciodn de que

durante la oxidacidn de glucosa

se Produce una
coenzima reducida,

el NADPH,
la "VIEJA ENZIMA AMARILLA™

cuya reoxidacidn es catalizada por

de Warburg (81). Al tratar a2 la enzima
con metanol se produce una proteina incolora y un pigmento libre.
Kuhn senald que este pigmento era estructuralmente igual a l1a
riboflavina. Theorell demostrd que el grupo prostético de

la
enzima amarilla no era la riboflavina en si,

sino un derivado que
identifico como riboflavina-S“—-fosfato, que actualmente

Y de
manera general se conoce como Flavin Mononucledtido

(FMN), t&rmino
ya que la unidén entre la base nitrogenada y el

no es de tipo glucosidica.

incorrecto

azacar

En la cadena oxidativa se identificaron wvarias flavoproteinas
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(82,83), las cualaes fueron divididas de acuerdo a la inhibicidn de

la dxido-reduccidn en presencia de rvotenona, en “"pozas" de alto vy
de bajo potencial. La poza de baldo potencial ( 84 ) contiene una
flavoproteina con Propliedades de alta fluorescencia (FpL?), Yy un
componente de baldJa fluorescencia (FpD1). La poza de alto poten—
cial, contiene un componente rapido (t1/2 = 200 mseg) el cual en
Presencia de rotenona, tiene alta fluorescencia que fue designado

como componente FpF y un componente de baja fluorescencia designa-

do como FpD2.

Ademis de las flavoproteinas "libres" descritas anteriormente,
algunas deshidrogenasas como la del succinato, la colina y la
sarcosina, Poseen su propioc componente de flavina como grupo
prostético. También se han descrito flavoproteinas de muy badJa
fluorescencia en las enzimas de la oxidacidn de Aacidos grasos.

En la mayoria de las flavoproteinas tanto el FAD como el FMN

se encuentran asociados a la apoproteina por uniones no covalen-—
tes, pPor l1lo que pueden separarse facilmente por desnaturalizacidn.
Una

excepciodn es la deshidrogenasa del acido succinico, en esta
enzima la unidén entre la flavina ¥y la aporroteina si es cowvalente,

ya que no se disocia por desnaturalizacidn ya sea por tratamiento
con Aacido o alcali, © la misma ebullicidn de la enzima. El FAD

de esta enzima solamente se puede liberar por pProtedlisis, lo que

confirma el caracter covalente de la unidn

El

(85,860 .

pPrimer péptido de flavina fue aislado por Kearney (87,88),
la Ppurificacidn y caracterizacidn del mismo se realizdé POYr el
grupo de Wang (84%,8%9).

La flavina der ivada de esos péptidos es

inactiva desde el punto de vista biocldgico, ya que da resul tados
negativos en la

prueba de la D—aminoacido oxidasa en ensayos
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microbioldégicos. Este componente pPresenta desde el punto de vista

de caracterizacidn espectrofotométrica un desplazamiento hipercro—-
mico de la banda de 375 nm, cuando pasa de la forma oxidada a la

forma neutra; ademas presenta una curva caracteristica de fluore-—

scencia, dependiente del pH. El maximo de fluorescencia se observa

entre PH 3.2 - 3.4 y en ese rango la intensidad es igual a 1la de

la riboflavina libre. Sin embargo a diferencia de la vitamina,

la
fluorescencia se apaga en ralacidn directa a2l pH cuando esle se
lleva lentamente hacia la newutralidad, de manera que a pH &.0 =)
méas alto, a los que la vitamina

y el FMN muestran su maximo de
intensidad de fluorescencia, la del FAD de la deshidrogenasa
succinica es cercano a O.

Tanto la reduccidn enzimatica como la no enzimitica de las

flavoproteinas, se caracterizan por la aparicidn de senales tran-—

sitorias en EPR y de bandas de absorcidn de S5O a 700 nm.

Estas observaciones son consistentes con el mecanismo de reduc—

cidn por medio de dos transferencias consecutivas de un electrdn.

En el sistema de la cadena oxidatiwva mitocondrial, se generan

intermediarios de flavina—semiquinona, mecanismo que parece ser =1l
que ocurre durante el proceso de deshidrogenacién catalizado rPOY
las flavinas.

37




FlavH\ /FlavH - FlavH . 'Flasz
E -/P E ‘HD {=1E D=l E D
NFlave Nrav FlavH- Flav
pis It i v
DH2 -
D
_FlavHa FlavHz FlavH- _Flavia
E\ H2D | = | E *HD | = E\ }pD — I E D
Flav \FlavH- FlavH- \Flasz
.V VI viI VIIL
‘}Eu Vi Oxidasas SRR Deshidrogenasas . '
tes F AT cH Nio.
LYy 3ﬁ }'40 > . .
VL e 8 ) - ¢, H - >
!";' CH3 .G :’ ” 2NH ) ) | ..
SRS I “Floye . O, A
{l :F 1— no csencial, rojb } <5-HF] esencial, azul !
L LI
L1 +° 2N ~r0.
i Lfr \IH .
i
15 -
‘ . I o.
I ‘OoH™ -
g .
I Perdxido HY + 0.2:__
i~ Ruptura hererolitica )
i Supcrovdo
; K H J\ |Pro$_-:in_:_\] 4 ‘Ruptura homolitica -
. h O\o rlx : - ComphJo I .
. .CH . : o N =N (o]
HE T 3]:j§, T ~©: *l—;FX O5- {X = K-i B
"l!'oCH3 =N NH ctransitorio NT ~ e
oo X . o O .
§.02: & e P .- . ! o \OH
E S - ot IPrnu n\;
5 "Fl-91-OOH pE—— f' H 5-H11F (—4:-—001 l)
N (1) bloquv::ldo CH3 N NYO N{5} bloqucado
. I: :I - i » e L -
CH3 NS NH .. . B - :
e oot a H © T / c -

FIGURA 4

38



Cc. CENTROS HIERROC - AZUFRE DEL SEGMENTO NADH-CoQ.

Los centros Hierro/Azufre en general, se encuentran asociados =a

Protefina libre de flawvinas. Una excepcidn es la deshidrogenasa

succinica, en la cual el centro hierro/azufre que contiene, esta

unido al mismo péptido al cual se encuentra unida la flawvina de la

enzima. Fueron descritos POYr Primera vez Por Beinert ($0)

utilizando técnicas de EPR. Los centros hierrvro-azufre del segmento

b-f fueron descritos por Rieske (¥1). Se han caracterizado S5 de

estos centros en el segmento de la NADH:CoQ dxido/reductasa de la

cadena oxidativa mitocondrial (20,%93) cuyas propiedade=s de Sxido

/reduccidén y localizacidn, se han deducido por estudios de EPR a

bajas temperaturas (4 a 20 K. Los cinco centros de Fe/S de e€ste

segmento se encuentran a concentraciones equimoleculares y equi-—

molecularmente cada uno de ellos con el contenido de Flavin mono-

nucledtido en este segmento de la cadena oxidativa. Los pPotencia-—

les estandar de Sxido/reduccidn son —0.2, -0.245 y —-0.305 V para

los centros 2, 3~-4 y 1 respectivamente (?4). Asi mismo, las velo-
cidades relativas de reduccién dan el siguiente orden de localiza-

cidén 2>3+4>1 (87, la representacidn esquematica del transporte de

electrones en este segmento se presenta en la siguiente figura S.
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Con el

avance metodologico que representa la técnica de

resonancia paramagnética»delféieétron (EPR), se ha podido determi-—
Tl ul \
nar la estructura del.-sitio. de combinacién del Hierro con las

protefnas que componen dichos centros. La cadena polipeptidica de

la arpopProteina correspondiente poseé 4 cisteinas, cada atomo de

azufre de las cisteinas, en forma de mercaptano, se une a un atomo

de hiervo. Los cuatro &A&tomos de hierro forman un tetrahedro irre-—

gular con distancias Fe—Fe de aproximadamente 0.28 nm, los dtomos

de azufre se entrecruzan en un tetrahedro de 0.35Snm de lado,

cada
uno de ellos Por su localizacién espacial queda unido a tres
adtomos de Fe. Cada "agregado" que se forma es capaz de aceptar a

un solo electrdédn. ( FIGURA & D.

En 1la mitocondria, en todos los casos estudiados, las enzimas

que oxidan a los substratos (NADH, succinato, las acil CoAa, -

cetoglutarato, colina y sarcosinal) son flavoproteinas que contie-—

nen un centro Hierro/Azufre como componente integral.

En éstos organelos el potencial de o/r del Centro 1 de Fe/sS

se modifica de manera importante por la adicidén de ATP (95,96,
cambio semejante al descrito para l1los citrocromos bf y a3 (275,
E1l estudio comparativo entre dos especies de Sacharomyces

(Cereviseae y Carlsbergensis) as{i como de Candida utilis (98-100>

reveld una estrecha relacidn entre la presencia de un Centro Fe/S

(el que genera la sefial g= 1.94 en EPR), el sitio sensible a la

rotenona ¥y el sitio 1 de la fosforilacidn oxidativa. Ya que cuan-—

do las células de C. utilis se crecen en pPresencia de concentra—

ciones limitantes de hierro o de azufre, se pierde el sitio de

sensibilidad a la rotenocna, el centro Fe/S (g=1.94) y el sitio 1
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de la fosforilacién oxidativa, la pérdida es rewversible, ya que

cuando el medio de cultivo de las ceélulas deficientes en los

sitios senalados, se complementa con el elemento limitante se

recuperan simultianeamente las 3 actividades. Los resultados obte-—

nidos con levaduras se comprobaron utilizando cicloheximida, que

induce la desaparicidn simultanea del Sitio I de 1la fosforilacion

oxidativa, del Centro FesS (g=1.%94) y del sitio de sensibilidad a

la rotenona (101). De los datos senhalados se Puede concluir que

el sitio de accidn de la rotenona se localiza del lado de oxigeno

de la NADH deshidrogenasa y no del lado de substrato oxidable,

como habifa sido pPropuesto por Chance, a partir de la determinacidn

de los llamados " puntos de entrecruzamiento" (cross over points)

(102—-105).
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D. COENZIMA G & UBIQUINONA

La Coenzima a se detecto PoOYr pPrimera vez en 19SS por

Festenstein y Morton (106), a partir de extractos de teldJidos, pero

su participacidn y funcidn en la cadena oxidativa mitocondrial se

empezd a considerar hasta dos aflos después cuando Crane (107> 1la

aisld de mitocondrias. A partir de esa publicacién, la Coenzima Q

ha sido aislada de mitocondrias obtenidas de muchas fuentes

(108) . Sin embargo no es un componente exclusivamente mitocon-

drial ya que también se ha aislado de microsomas (10%9), nucleos ¥

cloroplastos (110>,
La localizacidn

de la Coenzima 080 no parece estar restringida

unicamente a la membrana y en relacidn con la cadena oxidativa ya

que Aleman en 1966 (111) demostrd su presencia en la aldehido

oxidasa.

La fraccion extramembranal y extramitocondrial de la CoQ
parece ser una porcién minima cuando se aplica el método del
"factor del citrocromo a"

de Schollmeyer y Klingenberg (105> para

calcular su distribucidn.

Kroger y Klingenberg (1135, describieron que la Coenzima a

Pparticipa como un acarreador movil (114

de electrones, entre las
flavoproteinas y los citocromos, y crearon el concepto de “POZA"
Para la Coenzima @ (113)>. Tanto ésta como el NAD tienen una

conducta semeJante desde el punto de vista de los pProcesos de

Oxido/reduccidn ya que se reducen en el estadoe controlado de la

respiracién ( estado 4 ) y se oxidan completamente en los estados

activo (estado 3) y desacoplado. La reduccidn de la Coenzima Q y
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del NAD siguen funciones lineales con una menor reduccidn de la
CoQ, en comparacién con la del NAD, baJjJo todas 1las condiciones
estudiadas.

Las Prozas de NAD y Coenzima @ son homogéneas y de €sta manera
colectan hidrdgenos de varias deshidrogenasas y los canalizan
hacia la secuencia unificada de transferencia de electrones, que
es la cadena de citocromos. Esta homogeneidad parece ser necesaria
Ppara que se efectde una coordinacion "paralela" termodinamica (=1
cingtica entre las diferentes deshidrogenasas.

El trabaJo de Widger, utilizando una preparacidn libre de
citocromos, sensible a rotenona de un segmento de la cadena oxida-—
tiva mitocondrial que catalizaba la oxidacidén de NADH por Coenzima

Q + Ferricianuro permitid determinar no sélo la concentracidn sino

la fraccidn activa de la Coenzima Q Y reafirmar el concepto de
"poza" para este compuesto. Sus obserwvaciones le permitieron de~—
mostrar que durante el proceso de oxido/reduccion de la coenzima

por NADH, se formaba un radical, €l de la ubisemiquinona.

Por cdlculos realizados, tomando como base el citocromo a,
se encontro gue la concentracidn de Coenzima Q0 es varias veces
mayor que la del citocromo a, independientemente de la fuente
tisular de donde se obtengan las mitocondrias, POYr ejJemplo: en
corazdén de res CoQ 4.0 molas/g de Prot, cit. a3 0.5 molas/g de
Prot.; en higado de rata CoG 1.8 molas/g de Prot, cit a3 0.285

molas/g de Prot.; misculo esquelético de rata CoQ 3.0 molas/g de

Prot. cit a3 .35 molas/g de Prot.

Estos datos indican que la funcidn de 1la Coenzima Q Puede
ser no catalftica, o ser un paso limitante en el mecanismo de
transporte de electrones de la cadena oxidativa, ya que 1la rela-
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cidn promedio con el citocromo a3 (mol/mol) es de & a 8.5 veces.
Esta relacidén se refleda en forma extrema en la levadura, organis-—
mo en donde la relacidn s de 36 (CoQ S.4 molas/g de prot. cit a3
0.15 molas/g de pProt) (118) y que confirmaria el concepto de

"poza" de la Coenzima QG.

La estequiometria de la cadena oxidatiwva, tomando como uni-—

dad a la Coenzima 0 seria:

TABLA 1
D. Malicad(l) Q.07 1%
D. Glutamicadc1l) o.o0014
D. Isocitrica(NADI (1) 0.0042
D. Isocitrica(NADP)> (1) 0.0035
NAD 1.0S
NADP 0.571
CoQ 1.0
D. Succinica 0.028S5
D. NADH 0.021
Citocromo b 0.10S
Citocromo c 0.0571
Citocromo c ©.142
Citocromo a+a3 0.142

* Adaptada de Klingenberg (117).
*% Relacion molar referida a la Cod.
1> Enzimas NO membranales

De la tabla anterior, POy comparacidén de las rvelaciones mo—
lares, se Puede concluir que las funciones de la CoQ y del
NADH, podrian ser an&logas;

esto exclusivamente en base a que sus
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concentraciones estequiométricas son similares.
Un importante trabajo en la adscripcién de una posible funcidn

Para la Coenzima G en el mecanismo de transporte de electrones,
fue el de Lester y Fleischer (118), en 1 que,

Pparticulas submitocondriales con acetona,

de

el tratamiento de

resultaba en la pérdida

la capacidad de oxidacidén del succinato, la que se restablectia
Ppor la adicidén de la Coenzima 80 6 sus andlogos. En esta prepa—
racioén era necesario anadir ademas al sistema de reconstitucidn,
citocromo c, lo que ponia en duda la certeza de que 1la molécula
necesaria para la reconstitucidn fuera la Coenzima Q.

En ese mismo
trabajo se encontrd que la oxidacidn del NADH se perdia irreversi-—

blemente, la respuesta aparente a este pProblema fue la pPresencia
de solvente remanente ya que,

la liofilizacidn exhaustiwva de la
Preparacion, recuper aba en un buen porcentade la capacidad para
oxidar NADH (112). Por otro lado esas observaciones permitievon
corroborar que algunos compuestos organicos alifaticos o aromati-—
cos actuan como inhibidores del sitio 1 de 1la cadena oxidativa
mitocondrial.

Redfearn y Burgos (120), Publicaron que también la adicidén de
citocromo c a la preparaciodn extraida con acetona recuperaba
aproximadamente el 402 de la oxidaciédn de succinato. Esto a pesar
de haber comprobado que la extraccidn con solventes orgdnicos de
las Pparticulas submitocondriales remueve completamente a la ubi-—
quinona, Y despueés de haber eliminado completamente el solvente
Por liofilizacidn exhaustiva.

La velocidad de oxidacidn de l1la Coenzima 4G es dos a tres wveces
mayor que la velocidad de oxidacidn del NADH en la preparacidédn de
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Ppartficulas que transfieren electrones (ETP). Mientras que la velo—

cidad de reduccidn es igual a la velocidad respiratoria inducida

POY la oxidacidn de NADH Yy mayor que la de otros acarreadores de

electrones (121)5. Sin embargo la velocidad de reduccidn de la
Coenzima 2} no debe tomarse como representativa de la velocidad
maxima de transferencia de electrones ya que aparentemente las
deshidrogenasas son las limitantes, dado que sus velocidades de

Oxido/veduccidn difieren por un factor de S a 10 veces.

Este runto ha sido recientemente tomado POor un grupo

europeo de bioenergéetica, que ha presentado evidencias (122,123),

qQue indican que los sitios de control de la veleocidad respiratoria

no se encuentran socolamente en el punto mencionado (las deshidroge-—

nasas), ni en el acarreador de adenin nucledtidos, como también ha
sido postulado, sino que los sitios de control se expresan o
desaparecen segun las condiciones metabdlicas o experimentales a
las que se someten las mitocondrias, y en general puede concluir-—
se que esos controles son un reflejo de la actividad metabdlica
celular, Por lo que dependiendo de las condiciones del potencial

de fosforilacidn o del potencial de édxido/reduccidn de la célula,

se manifestardn unos u otros sitios de control.
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. ., Tanrel -2
D:slrrbu!wn ofr.'unlro[ <rrt-nglh amaong different steps during State
3 respiration of rat liver mitochondria

Rat liver mitochondria (2-2.5 mg of protein) were incubated as
Jescribed in Fig. 2 except that oligomycin was amitted; an excess of
sexokinase (2 1U) was present. Thc control strength of the various
steps was measured as describied in the text. The values are means
£ S.E. of 4 s¢phrate experiments,

Step . Control sln‘ngt.h_

Adenine nucleotide translocator 0.29 * 0.05
Proton leak - . 0.04 = 0.01
Dicarboxylate carrier . 0.33 = 0.04
Cytochrome ¢ omdase . ) 0.17 x 0.01
bec, complex - - 0.03 = 0.005
Hexokinase . -~ .0

Total * 0.86 + 0.06

FIGURA 7
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E. PAPEL DEL K+

Gromet—-Elhanan (124), demostré, en cloroplastos que la fotore-

duccidn de NAD es inhibida por wvalinomicina y nonactina a altas
concentraciones, y que el efecto era independiente de la presen-—
cia de K + o de su translocacién mediada. Estas observaciones se
comprobaron Pror Keister y Minton (125) y Telford y Barber (126>,
quienes demostraron que la valinomicina a altas concentraciones
inhibfa la fotofosforilacidn en cromatdédéforos de

Rhodospirillum

rubrum, y que dicho efecto se debfa a inhibiciédn del transporte de

electrones. McMurray (127) también demostrd la capacidad inhibi-
dora de la valinomicina en la fosforilacidén acoplada ¥ en un
sistema de reduccidn de ferricianuro, tanteo en cloroplastos intac-—

tos como en partficulas subcloroplasticas (128).

En 1943 Boyer y cols. (129>, demostraron en un homogenado de

muscule que se requeria K + para que ocurrieva la esterificacidn

de &d4cido fosforico durante la oxidaciédn de pivuvato, poOr lo que
Potter (130>, lo inclufa rutinariamente en 21 medio de incubacidn
en SUS Pioneros estudios sobre la fosforilacidn oxidativa, aun

cuando él mismo encontrd qQue este catidn no tenia efecto sobre la
oxidacion del succinato.

Kennedy y Lehninger (30,32) en 1949 trabajando con homogenados
salinos de musculo raeportaron que el efecto era inespecifico ya
que el sodio tenfa el mismo efecto gque el -K +.

En 1952, Pressman y Lardy (131,132), reportaron qQue el K+ era

necesario para la fosforilacidn oxidativa en mitocondrias aisladas

de higado de rata, con substratos NAD dependientes. Sin embargo
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esta afirmacidn ha sido cuestionada por algunos grupos 133>,
mientras gque otros la favorecen (134) y otros mas han descrito

un
efecto desacoplante del catidn (135) utilizando el mismo tipo de
preparacidn.

Ueiner y Lardy (136) observaron un efecto desacoprlante del sodio

en una preparacidén de mitocondrias de rvindn, esta accidn desaco-—
Plante del sodio es revertida parcialmente por la adicidn de

potasio al medio de incubacidn.

Los estudios de Gé&mez-Puyou vy cols.(137), demostraron que el
K+, efectivamente se requiere para el é6ptimo funcionamiento del
sitio 1 de

la cadena oxidativa mitocondrial, utilizando como
modelo experimental una preparacidén mitocondrial, de

higado de
rata, depletada de K +.

Nuestro trabaio (138, con el polieter XXVIII demostro que
cuando 1 K +

se remueve o disloca de su sitio en la membrana,

la
cadena oxidativa pierde su capacidad funcional en el sitio 1.
( FIGURA 8 ).

En ese trabajo (138) ademas se demostrdé que la adicidn de K+,
restablecia la capacidad funcional del sitio 1 de la cadena,
medida como la capacidad para oxidar substratos

dependientes de
NaD. ( FIGURA <2 D).
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En particulas submitocondriales Lotina y GSmez—Puyou (139,140),

demostraron que el K+ es capaz de estimular la oxidacidén de NADH

Pevro aue no afectaba la oxidacidn de succinato. Por otro lado 1la

octilguanidina (cation al PH del ensayo) inhibe fuertemente la

oxidacidén de ese nucledtido.

Estos estudios permiten concluir gque en el sitio I de la cadena

oxidativa debe existir un sitio anidnico al cual se une el K -+,

Probablemente inmerso en un ambiente de naturaleza amfipatica o

hidrofdébica, ya que el K + es alcanzado por el polieter XXVIII,

cuya naturaleza hidrofdbica estid dada por los 2 bencenos que lo

componen, Junto con la cadena de carbonos que forman la “"corona"

del compuesto (141> . Sin embargo cabe hacer énfasis Sue dicho

sitio puede, no ser fidJo o no estar localizado profundamente en la

membrana, vya que €l K + puede ser substituido por Na+ en ausencia

de moléculas mediadoras de ese recambio.
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F. INHIBIDORES "ESPECIFICOS" DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES.

Es importante sefialar la gran variedad de substancias

que tie—
nen la capacidad de inhibir el transporte de electrones en el
segmento NADH-CoQ, tanto desde el punto de wvista quimico como
fisico. En otras palabras, no parvece haber entre todos estos

compuestos alguna semedanza estructural en relacidn con su capaci-—
dad’ inhibidora. Entre otras han sido descritas las siguientes

moléculas & grupos de moléculas, con 2sa capacidad:

1. Rotenona (142). Un veneno producido por plantas.
2. Piericidina (143). Un antibidsdtico
3. La Benzoquinona sesquitervpenica perezona (144)

4. Barbituricos como el Amital (145).

S. Derivados de alquilguanidinas (14&8).

6. Esterocides como la progesterona y el dietiletilbestrol (147)>.

7. Compuestos de sintesis orgdnica como
cos (148).

los poliégteres macrocicli-—
8. Antibidticos como la ciclcocheximida (149).

?. Enzimas como las lecitinasas (15S0>.

10. Acetaldehido (1S1).

11. Triton X 100 a concentraciones sublfticas (152).

12. Compuestos orgdnicos alifidticos y aromdticos (1S3).

12. Ortofenantrolina (1S4)> y

14. Rehina (135).

Los estudios de Garland (156) y Clegg (1S7), demostraron que el

sitio sensible a la Piericidina, en la cadena oxidativa mitocon-—

sS4
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drial, no es un componente comin a todos 1os organismos que poseen

un sistema oxidativo, . ya que sus estudios en tres diferentes cepas

de levadura quéftiede dela forforilacidn oxidativa,
no presentan senéibijid | Sa véiéficidina- En contraste con la
piericidina, hasta el presente, . no se ha descrito ningdn sistema

biolségico que tenga el Sitio I de la cadena oxidativa y que sea

insensible a rotenona. Todas las evidencias experimentales indi-
can que el sitio de accidn de la rotenona, se encuentra del 1ado
del oxfgeno del Centro II de Fe/S (1S8). Ademdas de la informacidén
respecto al sitio de ;ccién de la rotenona, aparentemente la
piericidina y el dietiletilbestrol tienen el mismo sitio de
accidn que ella (147)>. Sin embargo, no existe informacidn del

sitio preciso de accidn y del mecanismo de inhibicidn de los deméas
compuestos, excepto para el polieter XXVIII (138>, para el que se
Propone, dada su capacidad de formar clartratos con el K +, Que
modifica la ubicacidn o la concentracidén del K +, del cual depen-—
de el maximo rendimiento del Sitio I de la fosforilacidn oxidati-—
va. Los estudios realizados por Estrada (159), sugirieron como
Posible sitio de accidn para el polieter, utilizando el mismo tipo
de metodologia para determinar el sitio de accidn de la roteno-
na, que su efecto lo ejerce de manera similar a ésta, es decir pPor
el lado del oxigeno del Centro II de las Ferrosulfoproteinas del
sitio I. Estudios recientes parecen indicar que el efecto del
polieter se relaciona con el K +, su localizacidn y/o concentra-—
cidn en la membrana.

La pregunta que podria surgir es pPoOorqué, hasta un trabaiJjo
Posterior (138), se pensd en que €1 mecanismo de accidn del polié-—

ter pudiera ser a través de un mecanismo de accidn diferente al
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de la rotenona, como fué propuesto en €l primero (148) y segundo

(138) trabaJjos. El primer trabajo se enfocd pricipalmente a la

descripcidn de los aspectos fenomenolégicos del efecto del polié—

ter XXVIIl sobre la cadena oxidativa mitocondrial, no por ello en

la discusiédn de ese trabalo se dedJavron de plantear otras posibili-

dades u copciones. Es por ello que en el trabajo (138) se orienta—

ron los experimentos a tratar de encontrar cual de las pProposi—

ciones era la que podria explicar mas, adecuadamente los resulta-—

dos obtenidos hasta ese momento. En ese sentido desde el Primer

trabaido se presentaron resultados en los cuales se demostro que

el Cs + era capdz de revertir la inhibicidn inducida por e1 polieée-—

ter de la actividad oxidative mitocondrial. De manera que en &£se

tercer trabaJjJo se demuestra gque el mecanismo no depende de aniones

o del equilibrio del fluJjo idnico inducido por el poliégter & de un

Posible bloqueo del flujo de electrones por combinarse con el

Hierro de los ¢© el Centro Hierro/Azufre de manera similar a como

lo hace la rotenona, la piericidina o el amital. En ese sentido

consideramos importante en un futuro, determinar la presencia de

un complejo polieter [(XVIII—-K]l en la membrana de diferentes prepa-

raciones mitocondriales, como las partfculas submitocondriales o

las pPreparaciones de Hateffi o Keilin—Hartree. Esto con obijeto de

determinar la Posible presencia de un cation en la membrana Yy
quiza, determinar cual ¥y a quien pertenece el sitio anidnico al
que se une el catidn pPara ejercer su efecto regulador sobre la
actividad del sitio I. En relacidén a este punto es importante

sernalar el uso potencial de la gengtica en el estudio futuro de

éstos componentes de la membrana.
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El trabaJo desarrollado con el compuesto pevrezona, no deda de
tener relaciénrdon el intévés primario del. laboratorio, gque es el

funcionamiento. .del ‘sitib’lfdéﬁié cadenébéeft?ansporte de elec—

trones, del que constantemeh@e”s a admitido que s uno de los

mas dificiles y retadores P?bSie;éS!pérﬂresolver, en el estudio de
la cadena oxidativa mitocondrial. Es en este sentido que nos
Pparecio interesante utilizar a la perezona (180,161 tz2-¢1,5—
Dimetil—4 hexenil)-3hidroximetil—-p-benzoquinonal.

Quimicamente esta substancia natural es un andlogo de la Coen—

zima Q, término que preferimos sobre el de ubiquinona, ya que éste

Gltimo indica wubicuidad y se ha demostrado que no todos los orga-

nismos (=1 teJidos la contienen. En éste primer trabaido con la
Perezona, describimos una serie de efectos qgque tiene sobre la
actividad de transporte de electrones en la cadena oxidativa
mitocondrial, y ademids se describen algunas de sus pPropiedades que
parecen ser importantes, en relacidn con el mecanismo por medio
del cual afecta la actividad respiratoria mitocondrial. En el

trabajo enviado a publicacioén (144), se demuestra que el mecanismo

Probable, PoOYr el cual la perezona afecta la transferencia de
electrones, de la cadena oxidativa mitocondrial es actuando como
quinona, es decir aceptando y donando electrones. Es importante

sefialar que la velocidad de reduccidn de la perezona, parece estar

muy cercaneo a la velocidad de reduccidn de otros componentes de la

cadena. Su adicidn a un sistema mitocondrial, respirando activa-—
mente con substratos NAD dependientes, estimulada por ionsdforos,
desacoplantes o por ADP, se traduce en una inhibicidn de la acti-

vidad respiratoria sin retardo aparente. Sin embargo la oxidacidn

de la molécula, pParece ser mucho mé&s lenta ya que si bien se
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observa inhibiciédn de la respiracidn, ésta nunca es de 1007, lo

qQue indica un flulJo, limitado, de electrones hacia la cadena. Si

la temperatura del sistema de respiracidén se aumenta, entonces se

observa gque la capacidad inhibidora de la perezona,

do

se va perdien—
gradualmente en forma proporcional a la temperatura utilizada,

Pperdiéndose a 350 C & mas, dato que se ha interpretado como un

aumento en la velocidad de transferencia de electrones dependiente

de la temperatura. Es por eso que en el trabaJo nos inclinamos

Pporque la perezona sea un aceptor y donador de electrones pero con

velocidades significativamente menores a aquellas que poseen las

gquinonas naturales. Esta propiedad de la perezona podrd ser util

en trabaldo futuro a realizar en nuestro laboratorio, para determi-—

nar si la Coenzima Q, actua o puede actuar como un sitio de

control de la actividad respiratoria mitocondrial.
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Abstract

The macrocyclic polyecthers dibenzo-18<rown-6 (XXV1I1) and dicyclo-
hexyl-18.crown-6 (XXXI) inhibit the valinomycin-mcdiated K%
accumulation ecnergized by glutamate, o-ketoglutarate, malate plus
Pyruvate or isocitrate but not that promoted by succinate, ascorbate plus
‘TMPD or ATP. The polyecthers inhibit the oxidation of the former group
of substrates without preventing cither the oxidation of succinate or
ascorbate plus TMPD or the hydrolysis of ATP.

The substraie oxidation inhibited by the macrocyclic polyethers is
relicved in intact mitochondria by increasing the concentration of K
the medium. It is also complctely reverted by supplementing the mcdulm
with valinomycin, Cs* and phosphate, or clsc by the addition of vitamin
Kas.

In submitochondrial sonic particles the macrocyclic polycthers inhibit
the oxidation of NADII as well as the ATP-driven reversal of clectron
flow at the site ] of the clectron transport chain. They also block the
oxidation of NADI in non-phosphorylating Kcilin-Hartrce particles as
well as in Hatefi’s NADI-Coenzyme Q reductase, The polyethers do not
inhibit clectron transport in mitochondria from the yeast which lack the
first coupling site.

‘The inhibition of clectron transport by the polycthers do not require
of the addition of alkali metal cations such as K™ in intact mitochondria
or other membranc preparations.,

It is established that the macrocyclic polycthers XXWVI1I1 and XXXI,
alrcady characterized as mobile carricr molecules for K* in model lipid

- membranes, inhibil electron trunsport at site 1 of the electron transport
chain from mitochondrial membranes.
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‘It is suggested that the ability of the polycthers to coordinate alkali &
mectal cations in aqucous versus lipid environments, but not K* transport--
per se, is rclated to their rotenone-like induced inhibition of electron’’
flow in mitoch drial branes. s

Introduction -’

Previous observations by Pedersen {1, 2], Eisenman, Ciani and Szubo
[38]., Pressman [4] and Tosteson [5] have shown that macrocyclic
polyecthers XXVIII and XXXI (dibenzo, 18-crown-6 and dicyclohexyl,
18-crown-6 respectively), behave as K*-mobile carriers in lipid bilayers,
erithrocyte membranes and two phase watermock (water-bulk) lipid
systems. Data by Lardy [6] have also shown that the macrocyclic
polyethers synthesized by Pedersen [1] perturb the distribution of alkali
metal cations and substrate oxidation in mitochondrial membranecs.

The observations herecby presented  indicate  that  the above

macrocyclic  polyethers specifically inhibit  electron flow at the
NADH-cytochrome segment of the mitochondrial respiratory chain. This
inhibitory effcet is exerted by the polyethers in intact mitochondria
from rat liver and beef heart, in submitochondrial sonic particles, in
Kcilin-Hartree prcparations and in Hatefi complex I (NADH-coenzyme Q
reductase) from beef heart sarcosomes. The above results are evaluated
with respect to the possible relation existent between K* transport,
membranc K* requirements or cation complex-coordinates formed in the
membranc and the ability of polyethers to inhibit clectron flow at the
NADH-cytochrome segment of the respiratory chain.

Materials and Methods
Membrane Preparations

Rat  liver mitochondria were preparced as described by Johnson and
Lardy {7]; beef heart sarcosomes were isolated as indicated by A. L.
Smith [8]; yeast mitochondria from 8. cerevisiac were prepared after
Mattoon and Balcavage [9]; submitochondrial sonic membrane
fragments were isolated as described by Ch.T. Gregg [10];5 The
Keilin-Hartree heart muscle preparations were prepared as described by
King [11] and NADH-coenzyme Q reductase (Complex1 of the
respiratory chain) was semi-purified as shown by Hatefi and Rieske [12].

Measurement of fon Movements, Oxygen Consumption and Light
Scattering Changes in Mitochondria

A continuous reccording of oxygen consumption, light scattering
changes and variations in the extramitochondrial concentration of K*
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and protons -was - carried’:out -by  means. of an. apparatus designed,
developed and - constructed -by:. Chance, Mayer, Pressman and Graham
[13-15]. ) .

Mcasurement of Electron Transport Reactions and -1 TPase Activity

The energy linked reduction of NAD™ by succinate was measured as
shown by Lee and Ernster [16]. The NADH-coenzyme Q reductase
activity was estimated as described by Hatefi and Rieske [12]. Oxidative
phosphorylation was assayed as indicated by Chance and Williams [17].
ATPasc activity was measurced by the method of Lardy and Wellman
[18] and inorganic phosphate was determined by the method of Sumner
[19]. Protecin was determined by the Biuret Methed [20].

The macrocyclic polycthers XXVIII and XXXI were a generous gift
from Dr. C. J. Pedersen, Dupont de Nemours Laboratory, Delaware. The
antibiotic nigericin was kindly supplicd by Dr. Marvin Gorman, The Eli
Lilly Iaboratories.

Results

Effect of Polycthers XX VI and XX X1 on fon Movements and Substrate
Ox~idation in Intact Alitochondria

A detailed study on the effect of different macrocyclic polycthers on
mitochondrial oxidative phosphorylation has been published by Lardy
{6]}. Such information showed that both polycthers XVIIT and XXXI
caused an inhibition of glutamate oxidation parallel to the efflux of K*
previously accumulated by valinomycin-like jonophores into mito-
chondria. Evidence described in Fig. 1 provided the clue to understand
the possible mechanism of the respiratory inhibition induced by the
polycthers in mitochondria. Panel A from Fig. 1 shows that 5 x 1075 M
polycther XXVII1 inhibits glutamate oxidation simultancous to an
induced cfflux of K™* previously accumulated by 2 x 1077 M
valinomycin  into mitochoundria. The polycther does not cause a
countermovement of protons paralle]l to the cjection of K* from the
organclles. Morcover, the addition of 8 x 1073 pmoles vitamin Kj
(menadione) after the polycther, not only completely overcomes the
inhibited oxidation of glutamate but also allows valinomycin to
stimulate a simultancous uptake of K*. In turn, anacrobiosis causes
rclease of the accumulated K*. Similar results are obtained when
glutamate is substituted by a-ketoglutarate, L-malate or isocitrate. In
contrast, when glutamate is replaced for by succinate in the medium
(Panel B, Fig. 1), polycther XXVIII shows to be completely ineffective
cither to inhibit oxygen uptake or to reverse the valinomycin mediated
K* movements. The addition of nigericin afier the polycther catalyses a
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GLUTAMATE SUCCINATE
alinomycin Vatinomycin
o Potyether XXVill
o Polyether XXVIi1 > Nigericin
2 Menadione
anaerobic
K" d
HO
L} 1 ‘
lmn 0 increase (HH____

Figure 1. The cffect of polycther NXVIII, menadione and nigericin on the
oxidation of glutamate or succinate and the K* and H® movements respectively
stimulated by valinosnycin in intact mitochondria. The reaction mixture contained
5 mM KCl, 5 mM tricthanolamine (TEA)-HCI (pH 7.4), 3 mM inorganic phosphate
(TEA) pH 7.4, 220 mM sucrose, and 1.4 mg mitochondrial N in a1 5 ml volume at
28°C. Valinomycin and polyether XXVI1 were added at concentrations of
2% 10°7 M and 5x 1075 At respectively; where indicated vitamin K3 or menadione
and nigericin were added at concentration of 8 x 10”3 pymoles and 1.4 x 10°° M

respectively. Pancl A4 contained 10 mM glutamate (TEA) pH 7.4, and panel 8 10 mM
succinate (TEA) pli 7.4.

reversal of the K* and H* movements induced by valinomyein, and a
discrete enhancement of succinate oxidation [21]. Almost identical
negative inhibitory cffects of the polycther are found when succinate is
substituted by ascorbate plus TMPD. At a concentration of 5 x 1075 N,
polycther XXVIII does not affecct the oxidative phosphorylation of
glutamate (substrate from site 1) [6], succinate (substrate from site 11)
{61, or ascorbate plus TMPD (substrute from site 111) (0.9 P/O wvalue
without, and 0.83 with 5 x 1075 M polycther XXVIHI were found for
the latter pair). Morcover, when ATP hydrolysis is used as ¢nergy source
for alkali ion transport (Fig. 2), polyether XXVI11 does not affect the
oscilatory uptake of K* and the light scattering changces catalysed by
valinomycin plus K*. The further addition of nigericin causes a rupid loss
of the accumulated K* and a reversal of the light scattering decrease

e vt e A e 1 e i iy
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3x10 Tm Valinomycin

Sx105M
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t
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Figure 2. The cffect of polyether XXVIiII and nigericin on the ATP-energized K™
movements and light scattering chunges induced by valinomycin in  intact
mitochondria. The reaction mixture contained 5 mM KCl, 10 mM tricthanolamine—
HCl (pH 7.4), 200 mM sucrose 5 mM ATP-Tris (pH 7.4) and 1.2 mg mitochondrial N
in 5 ml volume at 28°. Valinomycin, polyether XXVI111 and nigericin were added at
the indicated con(‘cnlr.:llons.

trace. In the presence of K* and at concentrations one or two orders of
magnitude higher than 5 x 1075 M, polycther NXNVII moderately
uncouples the oxidative pho.sphuryl.:uon of succinate or ascorbate plus
TMPD. At such concentrations, it also stimulates ATP hydrolysis in
media containing alkali metal cations with the sclectivity
K*> Rb*> Cs*. Howcever, even at 1073 M, the above compound doces
not inhibit succinate oxidation regardless of the addition of high
concentrations of alkali metal jon. Thus, from the above results it is
apparent that polyether XXVIIT inhibits oxygen as well us K* uptake
only when cation transport is cncrgized by substrates oxidized at the
level of the sitc I of the respiratory chain.

Dicyclohexyl, 18-crown, 6 (polycther XXXI) shows identical
oxidizable substrate seclectivity than dibenzo, 18-crown, 6 (polycther
XNXVIII} to inhibit oxygen uptake in intact mitochondria or
submitochondrial membrane fragments. However, compound XXXI is |
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quantitatively less active than polyether XXVIHI to inhibit glutimate
oxidation. In fact the former compound moderately stimulates state IV
respiration in the presence of succinate and K* even at concentrations
(1075 M) where polyecther XXVII shows negligible effects on succinate
oxidation. The apparent valinomycin-like *uncoupling™ cffect [22] of
polyether XXXI, may be reluted 1o its qu.nmh.ui\ ely greater ability, with
respect to compound XXVIII, to transport K* across lipid bilayers of the
Mucller-Rudin 1ype [3]. Thus, becausce of the undesirable "uncnupllng
effect of compound XXXI, polycther NXVIIL was used in  all
experiments described below.

Effect of Diffcrent Anions and Cations on the Inhibition of Electron
Transport by Polycthers in Intact Mitochondria

Figures 3-6 indicate that somce of the cation chlatrating propertics of
polycther XXVIII [23] are related to its ability to inhibit substrate
oxidation at sitel of the clectron transport chain. Similar to
nigericin-like jonophores [24], the jonic sclectivity of polycther XXVIIT
to inhibit oxygen uptake is dependent on the anion present in the
medium (Fig. 3). The polycther does not show appreciable ionic
discrimination to inhibit oxygen uptake in the presence of anions such as
acctate  or formate (lower tracing, Fig. 3); however, it clearly
diseriminates between K* and other alkali metal ions when inorganic
orthophosphate is used as co-ion (upper tracing, Fig. 3). A previously
postulated role of anions, as source of protons for facilitating the
membrance exchange of ulkali metal ions [24] could be the explanation
for thc above resulis. The oxygen uptike block mediated by the
macrocyclic mobile carrier is also sensitive to the jonic gradients
estublished across the mitochondrial membrane. As scen in Fig. 4, the
increase in  the concentration of cxtra-mitochondrial K*, gradually
reverts the respiratory inhibition induced by the polycther at the
NADH-cytochrome scgment of the respiratory chain. Morcover, Fig. 5
illustrates that 20 mM CsCl and valinomycin overcome the polycther
induced-inhibition of glutimate oxidation previously stimulated by
2,4-dinitrophenol  in the absence of added alkali mctals. Twenty
mM of cations such as Li* or Na* do not replace for Cs™ in the above
effect.

Effects of Polycther XX VIII on Electron Transport at Site I of the
Respiratory Chain in Submitochondrial Membranc Fractions

The above results suggested that the site-specific inhibition of
respiration induced by the macrocylic polycther was related with its
ability to form coordination complexes with alkali mectal ions in the
membrane or with an’ induced transport of K™ across the intact

[
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GLUTAMATE = PHOSPHATE

VALINOMYCIN VALNOMYCIN
VALINOMYCIN

-

K

10 navems

esygen
3l GLUTAMATE + ACETATE
MALNOMYCIN VALINOMYCIN -
N VALNOMYCIN
", Rb™, Cs?,

XXV ARV

Figure 3. The effect of phosphate or acetate on the ionic selectivity of polyether
XXVIII to inhibit the oxidation of glutamate stimulated by valinemycin in
mitochondria. The reaction mixture contained 8 mM KCI, mM triethanolamine HCI,
PH 7.4, 10 mM glutamate —(TEA) ptl 7.4, 200 mM sucrosc and 1.2 mg mitochondrial
N. Valinomycin and polyether were added at concentrations of 2 x 15°° M and

5x 10°° M respectively, Where indicated the TEA-salts of acctate of phosphate were
Present at a concentration of 5 mMLL

’

mitochondrial membrane. The possibility that such inhibitory action
could be directly exerted at the level of the electron transport
mechanism in the respiratory chain was subscquently cvaluated in
differcnt mitochondrian membrane preparations. Figure 6 shows the
inhibitory effcct of polycther XXVIII on the oxidation of NADH by
submitochondrial sonic particles. After the oxidation of NADH is
coupled by oligomycin in these system [16] polycther XXXIV [1, 2]
plus nigericin and K% uncouple substrate oxidation [25, 26] and
polyecther XXVIII subsequently inhibits oxygen uptake (Pancl A, Fig. 6).
The reversed electron transfer energized by ATP from succinate to
NAD" is also inhibited by the macrocyclic polycther in submitochon-
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VALINOMYCIN

POLYETHER XXViil

320 NATOMS
02

JO0mM K
3-60mM K
1 MIN without added
[ polyether

Figure 4. The reversal by increasing concentrations of KCl of the inhibition by
polyether XXVII1 of the oxidation of glutamate stimulated by valinomycin. The
media was essentially the same to that described in Fig. 3 except for the addition of
5 mM phosphate as penetrant anion and the indicated concentrations of KCL.

drial sonic membrance frugments (Punel B, Fig. 6). Morcover, as shown in
“Table 1, the oxidation of NADII occurring in Keilin-1Tartree preparations
and purified NADH Co Q reductase is also completely blocked by
polycther XXVIIL It is also apparent that the respiratory chain inhibited
by the polycther, catalyses an antimycin sensitive oxidation of vitumin
K; [27] which bypasses the polycther inhibited site in  intact
mitochondria (Fig. 1A) as well as in mitochondrial membranc fragments
(Table I).

Effect of Polycther XX VI on Elcctron Transport from Mitochondria of °

Yeast S. cerevisiae

In contrast with the above results, when polyether XXVIII is tested as

an inhibitor of eclectron trunsport in mitochondria from the ycast

Saccharomyces cercvisiac which lack the first coupling site [28] and arc |

inscnsitive to rotecnone, it is observed that this preparation
inscnsitive to the macrocyclic polycther (Panels A and B, Fig. 7).

is also-
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2.4~ dinit[%phenol
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Figure 5. The reversal by Cs* plus valinomycin of the inhibition by polyether
XXVII! of the mitochondrial oxidation of glutamate stimulated by 2,4-dinitro-
phenol, in medium initially lacking of added alkali ions. Except for the omission of
KC! and the addition of 10 mM acetatc instecad of phosphate, as well as that of
15 mM choline-chloride thc basic medium was essentially that from Fig. 3. Other
additions were supplemented at the described concentrations.

Discussion

Macrocyclic polyethers XXV1II and XXXI1 appcear as very interesting
model compounds. Not only they complex and transport alkali metal
cations through hydrophobic interfaces {1, 3-6, 29, 30] but, as shown in
this work, they also inhibit clectron flow at the NADH-cytochrome
segment of the mitochondrial respiratory chain. The central question
arising from this phenomenology is whether the above effects are: (a)
circumstantially associated but completely unrclated in their respective
mechanism, or (b) mechanistically related. The latter possibility scems to
be very appealing as a working hypothesis. By analogy with nigericin,
which may be considered as an example of a mobile carrier {21}, it is
apparent  that  polyether NXVIII inhibits clectron {low, in intact
mitochondria studies, associated with its ability to form coordination
complexes with alkali metal cations. Similar 1o nigericin [15, 31], the
oxygen uptitke block catalysed by the polyether is reverted in intact
mitochondria by the increasc in the concentration of K* in the presence
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DPNH
loligomycin ATP

51'“59 acetoaietate
polyether
XXXIV
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Figure 6. The inhibition by polyether NXXVIII of the oxidation of NADIH (P;\nel
A) and the reversed clectron transfer encrgized by ATP from succinate to NAD®
(Panel B) in submitochondrial sonic particles. The rcaction mixture from panel A
contained: 15 mM KCI, 50 mM Tris-acctate (pH 7.4), 1.5 mM NADH, 1.0 ug/mil
oligomycin, 8 x 10°% M polycther XXXIV, 2.3 x 1077 M nigericin, 5 x 10~
polycther XXVIII and beef heart submllo(‘hondrl'\l sonic particles equivalent to
1.5 Mg N in a 3.0 ml volume at 25%. The media from panel B contained 20 mM Tris
11C1 pH 8.0: 4 mM MgCly; 0.25 sucrose. 1 mM KCN, 1 mM ATP and approximately
0.65 mg munchundnal protein. The reaction was initiated by the addition of 10 mM
succinate and 1.5 mM DNP.

of wvalinomycin, as well as by the possible competition induced for
transport or complex formation between Cs* and K% (Figs. 4-5) in
hydrophobic versus aqucous environments (see McLaughlin ¢t al., [29]).
Morcover, parallel also to nigericin {24], anion translocation regulates
the jonic sclectivity of the respiratory block induced by the polycthers
(Fig. 3). Thc above obscervations possibly implicate that the translocation
.of the }\’-pnl) cther complex into the hydrophobic core of the
mcmbrance is dependent on the nature of the alkali metal cation present
in the aqucous versus the hydrophobic environment, as well as on the
distribution of cations, protons and anions across the membranc. Parallel
to the above results, it is noteworthy that polyether NXXVIIT inhibits
clectron flow through an effect similar to that of rotenone. The fact that
it  inhibits the oxidation of NADIH.linked substrates in  intact
mitochondria, without altering the phosphorylation and oxygen uptake
linked to the oxidation of succinute or ascorbate plus TNPD, falls in this
line. Also, in support to the above contention, is the observation that the
polycther inhibits the reversal of electron transport coupled to NAD™*
reduction (Fig. 6B) as wecll as the oxidation of NADH is sonic membrane
frugments, Keilin-Hartree preparations and NADH-Co Q rcductasc

e P 1 e e Y
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TABLE I. The effect of macrocyclic polyether XXVIII on the oxidation of NADH
by different mitochondrial membrane preparations

Oxygen uptake rate
Plus polyether
. Membrane preparation Without additions Plus rotenone XXVIII

nAtoms Oz per min per 5 mg protein

Submitochondrial sonic particles 105 o - 20
Sonic particles plus menadione 400 396 403
EDTA sonic particles 380 a2 80
Keilin-flartrce preparation 365 o 24
Hatefi complex I (NADH-Co

Q reductase)* 350 o - o

The reaction mixture for assaying the oxidation of NADH in submitochondrial
sonic particles and EDTA sonic particles was supplcmented with 10 mM Tris-Cl™
pH 7.4, 250 1nM sucrose, 1.5 mM NADH and approximately 2 mg N in 3 m! volume
at 25°. Menadione was added at a concentration of B x 10-2 pmoles. NADH
oxidation was assayed in the Kcilin-llartree preparation in a medium containing
20 mM KH2 PO, pH 7.8, 1.5 mM NADI. 9 x 10”% M cytochrome ¢, 200 mM sucrose
and 1.2 mg N in 3.0 ml volume. NADI oxidation was measured for the NADH-Co Q
reductase preparation in a medium containing: 5 mM K11;P0O,4 pH 8.0, 5 mM NaNj,
%5 mM Tris-Cl~ pfl 8.0, 1 mM histidine (C17) pH 8.0, 1.5 mM NADH, 0.67 M sucrose
1.5 mg asolectin and 0.5 mg N of complex 1 in 1.0 ml volume. Rotenone and
polycther XXVIII were added at 5 x 1078 AMand 6 x 10™% M respectively.

* The activity of NADIH-Co Q recductase is cxpressed in gmoles NADH
oxidized/min/5 mg nitrogen.

(Fig. 6A and Table I), through and antimycin scensitive oxidation of
vitamin K; which bypasses the polyether inhibited site.

Polycther XXVIII secems not to require of added alkali metal cations
to inhibit clectron transport in intact mitochondria or submitochondrial
membrane fragments (Fig. 6, Table 1), These data could lead to the
wrong conclusion that K* or any other metal ion is not involved in the
mcechanism of c¢lectron flow inhibition mediated by the polyethers.
However, in contrast with this latter point of view, data to be published
clsewhere (Cirabez and Estrada-O., in preparation) indicate that in
mitochondria, and only in the presence of added alkali jons such as K*,
but not Li* or Na*, the polycther abates the fluorescence of cthidium
bromide, a dye which monitors microscopic variation of charge surface
in biological and modc]l membranes [32, 33]. Rotenone reproduces the
ceffcets of polycethers XXVIII in the above parameter, without detcctable
K* requirements.

The results hereby presented point toward threce alternatives regarding
the association cxisting between polycther-cation complex formation
and/or K™* transport with respect to the flow of clectrons at the
NADIll-cytochrome scgment of the respiratory chain. Possibility (1)
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Figure 7. The e<ffect of polyether \\Vlll rotenone and antimycin on the
oxidation of pyruvate plus malate and K* movecments induced by valinomycin as
well as the oxidation of NADIH by mitochondria from the yeast Saccharomyces
cerevisiae. The hasic reaction mixture in both experiments was essentially that from
Fig. 3. Other additions where indicated were: 2 x 1077 A valinomycin 8 mM of both
pyruvate and lL-malate, ! mM DPNH, 5 x 1075 M polyether XXVII11
rotcnone, 8 x 10~

. 2x 107 M
o M antimycin and yecast mitochondria cquivalent to
5 ml volumne at 20" .

2.6 mg N in

implicutes that the ability of the muacrocyclic polycether 1o coordinate
cither an clectron carrier bound K* in the membrane lipid phase, or iron
in a hydrophobic environment in a non-heme iron protein, is associnted

to its induced clectron transport block. The lautter possibility has also
been suggested for rotenone mode of action in the respiratory chain
[34]). Possibility (2) would indicate that the transport and membrane
accumulation of the K*-polycther complex could affect per se the
operation of the NADH-cytochrome segment of the respiratory chain,
The relatively high ability of this locus to microscopic variations in the
physical  properties of the membrane [35, 36]. caused by the
polycther-K* charged pair as well as by charged compounds such as the
guanidines {37, 38], by Na* [39] or by lead ions [40], could be partly
responsible for the effects observed. Possibility (3) implics that neither
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K" is incxtricably rclated with alkali ion requirements of the respiratory
chain, nor with the intimate molecular mechanisms of the clectron
transport block mediated by macrocyclic polyethers. Instead, a given
alkali mctal cation would only be required for the proper solubility of
the cation—polycther complex into the lipid phase and to its target site,
at hydrophobic loei of the mitochondrial membrane. This hypothesis,
which we strongly favour, implies that polycther XXVIII is sharing wit
rotenone a similar mechanism of respiratory inhibition and that the lipid
versus the aquecous solvation of polycther XXVIII, is a function of the
stability of the cation polyether complex in cither phase, which depends
on the nature of the chlatrated cation. In fact, the ionic selectivitics of
the aqucous association constants of polycther-cation complexes [29,
30, 41], arc different from their permeability ratios determined from
potential measurements in lipid bilayers [29]. Following this line it is
possible that Cs™* reverts the respiratory inhibition caused by the
polycther in mitochondrial membranes (Fig. 5), by primarily removing
this compound from its target site at the NADH-cytochrome segment of
the respiratory chain.

A final consideration is worth noting in assessing the significance of
the inhibition by ncutral K7*-coordinating compounds of clectron
transport sites in cnergy transducing membranes. Previous observations
by Baltschefsky and Arwidsson [42] showed that valinomycin inhibited
photophosphorylation at only one of two possible sites in the cyclic
electron transport of chromatophores from Rhodospirillum rubrum.
Gromet-Elhanan [43] has also found that valinomycin or nonactin
inhibit wvarious photophosphorylating and photoreducing systems of
Rhodospirillum rubrum chromatophores. Norcover, an inhibitory effect
of wvalinomycin in ferricyanide reduction was observed by MeCarthy
[44] in chloroplasts and subchloroplast particles. Such inhibition was
relicved by NEH,; Cl. Morcover, similar to the macrocyclic polyethers in
mitochondria, the inhibitory effect of valinomycin or nonactin in
photophosphorylating membrancs, was apparently independent of the
presence of transportable ions such as K* [43]. We consider that it is
morc than a coincidence the parallelism existent between ionophores and
electron transport in both membrance systems. Thus, similar alternatives
to thosc suggested in the present manuscript concerning the inhibition of
clectron  transport by macrocyclic polyethers in  mitochondrial
mecmbranes, may also be considered to understand the inhibition of
electron transport [43] by valinomycin or nonactin in photophosphory-

lating membranes.
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In rat liver mitochondria, the macrocyclic polyether, dibenzo-18-crown-6 (polyether XXVIHI) inhibits the oxida-
tion of NAD-dependent substrates, as stimulated by ADP, uncouplers and valinomycin plus K7, It does not inhibit
the oxidation of succinate. It is concluded that polyether XXVIII inhibits electron transfer in the NADH-CoQ
span of the respiratory chain. This is a process that is reversed by menadione. Inhibition of oxidation of NAD-
dependent substrates in K'-depleted mitochondria induced by the polyether is reversed by concentrations of K
higher than 60 mM, and also by Li’, a eation that does not complex with polyether XXVIII. As assayed by swel-
ling mitochondria, reversal of the inhibition of electron transfer is accompanied by influx of monovalent cations,
Polyether XXVI1II also inhibits in submitochondrial particles the aerobic oxidation of NADH, but not that of suc-
cinate; this inhibition is also reversed by K* at high concentrations, and Li*. The data are consistent with the

hypothesis that a monovalent cation is required for maximal rates of electron transport in the NADH-CoQ span

of the respiratory chain.

Introduction

It has been reported {1,2] that polyether XXVIII
inhibits the coupled oxidation of NAD-dependent
substrates in intact rat liver mitochondria. It also
inhibits NADH oxidation in yeast mitochondria, sub-
mitochondrial particles, Keilin-Hartree preparations,
and in complex 1 of Hatefi [3,4]. As polyether
XXVIIN forms clathrates with K*, Rb* and Cs*, but
not with Li", in cell-free systems [S], it is probable
that the afore-mentioned inhibition of respiration isa
consequence of this property. In this work, this pos-
sibility has been explored, particularly since it has
been reported that alkali metal ions are required for
maximal rates of eclectron transport in the NADH-

* To whom correspondence should be addressed.

Abbreviations: polycther XXVIIL, dibenzo-18-crown-6; 1799,
hexafluoroacetone : acetone 2 : sdduct; menadione, 2-
methylnaphthoquinone.

CoQ segment of the respiratory chain [6—-8].

The stimulation of NADH oxidation by monov-
alent cations has been ascribed to their effect on the
surface charge of the membrane which in turn modi-
fies the affinity of the enzyme towurds the negatively
charged substrate [7]. However, this explanation is
not entirely satisfactory, since positively charged lipo-
philic cations, which in principle would seem to exert
a similar effect on the surface charge of the mem-
brane, do not stimulate, but instead induce strong
inhibition of the oxidation of NAD-dependent sub-
strates in intact mitochondria [9,10] and NADH in
submitochondrial particles [11}). The apparent con-
troversy could indicate that in addition to modifica-
tions of the membrane surface charge, electron trans-
port in the respiratory chain somehow depends on
the presence of a rmonovalent cation. This has been
studicd by measuring the characteristics of the action
of polyether XXVIII on electron transport. The
results indicate that polyether XXVIII inhibits the

0005-2728/81/0000-0000/502.50 © 1981 Elsevier/North-Holland Biomedical Press
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oxidation of NADH by chelation of a membrane-
bound cation that is required for maximal rates of

electron transport in the NADH-CoQ span. of the
respiratory chain.

Materials and Methods

Rat liver mitochondria were prepared according
to the method of Schneider and Hogeboom [12] in
0.25M sucrose, 1 mM EDTA, adjusted to pH 7.4
with Tris base. K*-depleted mitochondria were pre-
pared as described by Gomez Puyou et al. [6]. The
K™ content of the latter preparations was less than 15
nmol/mg protein, as determined by flame photom-
etry in perchloric acid extracts (105% final concentra-
tion) of the mitochondrial preparation.

Oxygen uptake was measured polarographically
using the conditions described in Results in a Yellow
Springs Oxygraph (model 55). Rat liver EDTA/sub-
mitochondrial particles were obtained as described by
Lee et al. [13]). The K* content of these particles was
8 nmol/mg protein. Swelling of the mitochondria was
recorded spectrophotometrically at 546 nim under the
conditions described in Results. Protein was assayed
by the biuret method [14].

Polyether XXVIII was kindly supplied by Dr.
Frensdorf from E.1. DuPont de Nemmours (Willming-
ton, Delaware, U.S.A.) and recrystallized twice from
ethanol/water (2 : 1, v/v). The uncoupler 1799 was
a generous gift of Dr. E. Racker, Cornell University.

All reagents used were of the highest purity commer-
cially available.

Results

In agreement with previous reports [1,2], the
results of Fig. 1A show that polyether XXVIII
inhibits the ADP-stimulated oxygen uptake with
B-hydroxybutyrate as substrate. Inhibition of respira-
tion is also observed when it is stimulated by valino-
mycin or by uncouplers of oxidative phosphorylation
with glutamate plus malate as substrates (Fig. 1B and
C). In contrast, polycther XXVIII does not inhibit
the oxidation of succinate as stimulated by ADP (or
by uncouplers or by valinomycin +K®, data not
shown), rather a moderate enhancement of respira-
tion is attained (Fig. 1D). These observations there-
fore suggest that polyether XXWVIII interferes with

. processes that occur on the substrate side of cyto-

chrome b.

One of the most obvious characteristics of poly-
ether XXVIII is its ability to chelate K* [2,5]. Since
influx of certain NAD-dependent substrates is appar-
ently linked to the influx of K* [15,16], the inhib-
iting action of the polyether could be due to an im-
pairment in the entrance of the substrate. However,
this does not scem to be the explanation for the ob-
served inhibition of respiration, since menadione
reverses the action of polyether XXVI11I (Fig. 2), and
because inhibition is also observed in the presence of
B-hydroxybutyrate (Fig. 1A). Rather, the data seem
to suggest that polyether XXVIII affects electron
transport in the NADH-CoQ span of the respiratory
chain.

As it has been reported that K is required for
maximum rates of electron ftransport and phos-
phorylation [4,6,8,17], it was considered that the
inhibiting action of the polyether XXVIII could be
due to removal of intramitochondrial K* which could
be required for maximal rates of NADH oxidation.
The results of Fig. 3 indicate that the extensive swel-
ling that occurs in the presence of valinomycin + K*
and oxidizable substrates is reversed by the addition
of polyether XXVIIL The partial release of accumu-
lated intramitochondrial K* as mediated by valino-
mycin and K* parallels inhibition of respiration (cf.
data of Figs. 2B and 3). Although the results may be
consistent with the idea that polyether XXVIII
induces release of cations and subsequent arrest of
clectron transport, it is cqually possible that release
of intramitochondrial K* is a consequence and not
the cause of inhibition of electron transport.

To explore further this possible action of poly-
ether XXVIIL, its effect on the oxidation of NAD-
dependent substrates by K'.depleted mitochondria
was tested. The results of Fig. 4A show that in mito-
chondria incubated with 7.5 mM K”* and valinomycin,
polyether XXVI11I exerts a strong inhibition of respi-
ration. However, if the mitochondria are incubated
with Li", which under the experimental conditions
employed induces stimulation of respiration (Fig. 4B),
the inhibiting cffect of the polyether is only 20% as
compared to that obtained in the presence of K™,
Moreover, Li* reverses the inhibiting action of the
polyether (Fig. 4C).

Thus, these experiments suggest that formation of
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p-onr BUTYRATE GLUTAMATE + MALATE

SUCCINATE
Fig. 1. Inhibitory effect of polyether XXVII1 on mitochondrial respiration induced by different compounds in the presence of

NAD-dcpendent substrates and succinate. The basic incubation media contained: 250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 4 mM phosphate
buffer, which had been neutralized with Na®, 1 mM MgCly, 6 mM KCIl, 3 mM oxidizable substrates, and 3 mg mitochondrial pro-
tein in a final volume of 3.0 ml. Where indicated, 66 ug polycther XXVIII/mg protein, 0.9 ug valinomycin (Val), 0.8 mM ADP,
and 3 ug 1799 were added. With succinate as substrate 3 mM ADP was added. The numbers on the trace indicate ngatoms (nAt)
0/min. M,,, washcd mitochondria.

Val+K
" ® v

A?P ! Vz‘hK' ﬁ

T
190nat O
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Fig. 2. Effecct of mcnadione on the inhibition of mitochon-
drial oxygen uptake by polyether XXVIII. Experimental con-
ditions as in Fig. 1, Oxidizable substrates were glutamate +

malate, 3mM each, and where shown 107% M menadione
(Men) was added. Val, valinomycin.

T,

0.1

Fig. 3. Mitochondrial swelling induced by valinomycin (Val)

in the presence of K*. The experiment was carried out in the

incubation mixture described in Fig. 1 with glutamate + .
malate as oxidizable substrates. Swelling was recorded at 546 ¢ 1 min—
nm.

XXVIII
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Fig. 4. Effect of polyether XXVIII on the aerobic oxidation of glutamate + malate by K*<dcpleted mitochondria. The K* content
of the mitochondrial preparation was 17 nmol/mg. The incubation conditions were as in Fig. 1 except that K* was omitted from
the incubation mixture. Additions of polyether XXVIII, and valinomycin (Val) were also as in Fig. 1. Rotenone (Rot) (0.3 ug/
ml) was also added to compare its effect with that of polyether XXVIii. Li* and K* were added at the indicated concentrations.

Md, K*-dcpicted mitochondria.

polyether XXVIII-metal ion complexes results in
inhibition of clectron transfer. In the presence of Li*,
which does not form complexes with polyether
XXVIMI [2,5], hardly any inhibition of respiration is
observed. Morcover, the reversal of the inhibition of
respiration by Li* further suggests that clectron trans-
fer in the NADH-CoQ span of the respiratory chain
depends on the presence of monovalent cations, a
conclusion that is further supported by the observa-
tion (Fig. 4C) that the inhibition of electron trans-
port is also reversed by increasing the concentration
of K* to 75 miM. Fig. 5 shows that under conditions
in which high concentrations of K* induce reversal of
the polyether XXVill-induced inhibition of electron
transport, extensive influx of cations takes place.

The action of polyether XXVIII was also studied
by examining its effect on the aerobic oxidation of
NADH by submitochondrial particles. As shown in
Fig. 6, polycther XXVIII induces significant inhibi-
tion of the acrobic oxidation of NADH through a
process that is released by Li* (trace A). If the respira-
tion is stimulated by 7 mM K” (trace B), polyether
XXVILI induces a marked decrease in the respiration
rate. In contrast, trace C shows that preincubation of
submitochondrial particles with polyether XXVIII
diminishes the aerobic oxidation of NADH, and that

this inhibition is released by 60 mM K*. Polyether
XVIII does not affect the acrobic oxidation of suc-
cinate (Fig. 6D) in agrecement with the data in whole
mitochondria.

The afore-mentioned observations strongly suggest
that the chelation of an internal metal ion (K* in all
probability) by polyether XXVIII induces inhibition
of clectron transport. However, the possibility exists
that it is the metal ion complex of polyether XXVIII

o g
Ey

xaviit
L]

X (30 ma}
1

Fig. 5. Mitochondrial swelling of K*<depleted mitochondria.
Incubation conditions as in Fig. 3, except that K*depleted
mitochondria were employed. The substrate was glutamate +
malate. Other additions as shown. Val, valinomycin; Md, K*-
depleted mitochondria.
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Fig. 6. Effcct of polyether XXVIII on the oxidation of NADH by submitochondrial particles (SMP). The incubation mixture con-
tained 250 mM sucrose, 1 mM EDTA adjusted to pH 7.4 with Tris base and 1.5 mg particle protcin. Respiration was initiated by
0.75 mM NADH. Final volume 3.0 ml. K* or Li* was added where shown at the indicated concentrations. Polycther XXVIII was
added (where shown) at 30 ug/mg protcin. Trace D contained 3,3 mM succinate (SUC) instcad of NADH.
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348
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Fig. 7. Effect of polycther XXV II-K* complex on the oxida-
tion of NADH by submitochondrial particles (SMP). The con-

which is the species active in the inhibition of elec-
tron transport.

Fig. 7 shows that a previously formed (polyether
XXVII-K") complex has no effect on the acrobic oxi-
dation of NADH by submitochondrial particles, while
free polyether XXVIIT does inhibit oxygen uptake in
particles previously exposed to the polyether XXVIII-
K® complex. Thus, it would appear that the chelation
of a metal ion is the factor that induces inhibition of
electron transport.

ditions were as in Fig. 6. Polycther XXVIII-K* complex was
added at cach of the times shown at a concentration of 25
ng/mg. The polyether XXVIII-K® complex was prepared by
suspending 20 mg of the free polycther in 1 mlof water. To
the suspension a saturated solution of KCl was added drop-
wise until most of the crystals dissolved, The solution was fil-
tered through a Millipore filter (0.45 um). The concentration
of the polyether in the filtrate was determined by measuring
the absorbance at 275 and 280 nm. The concentrsation found
was 9 mg polyether/ml solution. Free polyether XXVIII was
added at a concentration of 30 ug/mg.
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Discussion

Polyether XXVIII is a molecule that forms clath-
rates with K*, Rb* and Cs®, but not with Li* [2,5]; it
also induces the translocation of metal ions across
biological and model membranes [18,19]. In mito-
chondria polyether XXVIII has been reported to
inhibit electron transport. In agreement with the
latter findings, it is now shown that polyether
XXVIIl inhibits in mitochondria the oxidation of
NAD-dependent substrates as stimulated by ADP,
ionophores and uncouplers, as well as the oxidation
of NADH by submitochondrial particles. On the
other hand, polyether XXVIII does not exert a detri-
mental affect on electron transfer in the cytochrome
b to oxXygen segment of the respiration chain in both
intact mitochondria and submitochondrial particles.

The inhibition of electron transfer in the NADH-
CoQ span of the respiratory chain by polyether
XXVII1 differs from that induced by rotenone [20]
and piericidin [21], since the data presented show
that the inhibiting action of polyether XXVIII is
highly dependent on the ionic composition of the
incubation mixture. Indeed, the results presently de-
scribed indicate that the inhibiting action of poly-
ether XXVI1II is reversed by relatively high concentra-
tions of K*, or by Li* at lower concentrations, charac-
teristics that are not shared by rotenone or piericidin.
The possibility that the polyether XXVIil-metal ion
complex induces inhibition of electron transport may
be ruled out by the lack of effect of the polyether
XXVIII-K®* complex on the acrobic oxidation of
NADH by submitochondrial particles. Also, the alter-
native possibility that it is the free form of the poly-
cther that induces arrest of electron transport may be
discarded, since in the presence of Li* (which does
not form complexes with crown XXVIII [5]) no
inhibition of respiration is observed. Thus, it is logi-
cal to conclude that the inhibition of electron trans-
port depends on the presence of a mitochondrial
metal ion that may be chelated by polyether XXVIII
and also, that a metal ion is required for maximal
rates of clectron transfer in the NADH-CoQ span of
the respiratory chain.

It has been reported that maximal rates of electron
transport in the NADH-CoQ segment may be induced
by K* and other monovalent cations [6,817]. This
effect of metal ions has been explained by their modi-
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fication of the surface charge of the membrane [7].
However, if the latter idea is entirely correct, it would
be expected that the neutralization of the ncgative
charges of the membrane by other positively charged
molecules would induce maximal rates of clectron
transfer. This is not true, since certain lipophilic
cations, such as the alkylguanidines which modify the
surface charge of the membrane [22—24], induce a
strong inhibition of electron transfer in the NADH-
CoQ span of the respiratory chain in whole mitochon-
dria [10]. Thus, although part of the favorable effect
of monovalent cations on electron transfer is cer-
tainly due to modification of the surface charge {71,
it is very likely that monovalent cations affect other
parameters involved in clectron transport.

The present findings can be satisfactorily ex-

plained by assuming the existence of sites occupied

by monovalent cations in the NADH-CoQ segment of
the respiratory chain. The removal or chelation of
these cations by polyether XXVIII (K" in all probabil-
ity) would induce inhibition of electron transfer. This
site can apparently be occupied by a number of
cations; under our experimental conditions, the exis-
tence of this site becomes apparent from the lack of
an inhibitory effect of polycther XXVIII on electron
transfer in whole mitochondria, or submitochondrial
particles incubated with Li*. Morcover, Li* very effec-
tively reverses the inhibiting action of polyether
XXVIII, apparently by replacing the cation that had
been removed by polyether XXVIIL.
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ABSTRACT

Perczone (2~ (1 S-Dlmethyl—é—hemenyl) ~3—hydroxymethyl-p-benzoquinone),

a sesguiterpeni"' one 1solated from. roots of plants of the genus

Pere21a shows ozidoreduction chatacterlstlcs that suggest that the compound
can_ be ‘used  for. studles ;f the electron transfer chain of rat liver
mitochondrla-
~-Perezone inhibits electron transport in the mitochondrial respiration

though a process different from that induced by rotenone, émital or
antimycin A. The inhibiting action of perezone is temperature dependent,
the 80-90% inhibitien at 20°C decrcaéés progressively as the temperature
increases. At 35°C perezone fails to inhibit respiration

In addition to iFS inhibiting effect on electron tranpsort, perezone
can act as an electron donor and acceptor, as shown by the ability of the
compound to act similarly to naphtoquinone in a reaction center preparation.
Most 1iké1y perezone acts as an "electron sink" which resvuvlts in inhibition

of electron transport.
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INTRODUCTION

Qpinones have a wiae distribution among nature, and many of them
are clinically i;éortant as antitumoral drugs (1) and some have been
proved to be iméorté;ﬁ tools for in the study of some cellular functions
as they form an import;nt,group of molecules that act as substrates for

flavoenzymes. They can'undergq”a‘twdLelectron reduction with the possibility

of forming a semiquinone radicai'(ZIQ The antitumoral and cytotoxic

activities of some of these compounds are believed to be mediated by one

electron reduction mechanism-(3) case the quinones are reduced

to an intermedite state, the emlduihone free radical superoxide (057)
with the subsequent regeneréf £ ﬁhe'quinone 4) -
Quinones also play an importantirole in the redox cycles catalyzed

by flavoenzymes. In an artificial systeﬁ, the reduction of quinones’

produces high amounts of the free radical superoxide and also the reduction,
of pyridine nucleotides. A é6551ﬁie csnsequence of the reaction is 1lipid
peroxidation (5). .

Perezone is a sesquiterpenic benzoquinone, originally isoclated from
‘roots of plants of the genus Perezia by Rio de la Toza (6). The structure
as stablished by KMR studies (7) is shown in Figure 1. Due to its structural
properties perezone may affect electron transfer, thus it was decided to
explore its possible effects on some physiological functions that depend
on redox phenomena, as these could be related to its pharmacological
action (8). This manuscript describes the effects of Perezone on some
mitochondrial functions. The experimental findings reported indicate that
this compound modifies the oxido/reduction processes of the electron

transfer chain. The mechanism by which this compound apparently exerts its
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effects scems to be related to its chemiecal characteristics as quineone.
In fact, Perezone possesses a dissociable —OH group, with an apparent pK

of 6.95, which seems to play an important‘role in the mechanism of

action of Perezone.



MATERIALS 'AND METHODS

Rat liver mitochondria were prepared according to the method of
Schneider and Hogeboom (9) in 0.25 M sucrose, ‘1 mM EDTA, adjusted to
PH 7.4 with Tris base.

Oxygen uptake was measured polarographically using the conditions
described under Results in a Yellow Springs Oxygraph (Model 55).

Reaction centers were prepared from Rhodopseudomonas sphaercides

(R-26) according to the method of Clayton and Wang (10) and were gift
from Dr. H. Celis of this University.
Perezone was extracted and p;rified by E. Garcia and V. Nendoéa
from the Chemistry Department of the School of Pharmacobiology at the
U.M.S.N.H. Uncoupler 1799 was a gift of Dr. E. Racker at Cornell University.

All reagents were of the highest purity available.



RESULTS

Perezone 1nh1b1ts mito hondrlal tesplratlon as stimilated by ADP,

oxldlzable suhstrates (f To further characterize the observed

't Perezone has a dissociable ~OH group

at the quinoﬁe fing{‘i;s iﬁhibitdryrac:ion was .analized. At low pH the

inhibition is higher‘theﬁ.£ha (observea at alkaline pH_ (Figure 3A). The
dependence of the inhibieiqégeg pﬁ'could be explained if it is taken into
account that the titration of a solution of Perezone with NaOH shows a
pKa at pH 6.95 (Figuxe 33);:At PH above its pK Perezone would be-largely
in dissociated fo;m,;whieh;could diminish the partition coefficient of

Perezone into the mitochondrial membrane, and thus a lower inhibiting

action.

The effect of Perezone on the valinomycin stlmulated oxygen uptake is

-cr1t1ca11y: on-;he temperacure of incubation (Figure 4). At 4° C
rates are low, Perezone does not affect the rateé of
teﬁperature of the incubation mixture is gradually .

the rate of the valinomycin stinulated respiration

augments. In the temperature range of 4°C to 25°C in the presence of

‘vélinomycin and Perezone the rate of respiration remains more or less
constant at approximately 16 natoms min—1 mg-l. However at an incubation
temperature of 35°C, Perezone hardly affects the valinomyecin stimulated
respiration as a result of a dramatic increase in the rate of respiration
of mitochondria incubated with valinomycin and Perezone (see inset Fig. 4).

This observation suggests that the overall kinetics of electronm transport

in mitochondria may undergo drastic changes between 25°C and 35°C.
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As the. inhlbltory actlon of Perezone on electron transport could be

’rela:ed to its redox propetties,“thgfoxido/réduction potential of the .

Perezone molecule uas determlnedbétvpﬁ 7;1?5& a combination of i

spectrophotometrically'and pp;entiome:ricﬂﬁe;hods. Oxidation of the

compound was induced by inc?éégiqg'amoﬁﬁts”of‘ferricyanide added to the
solution of Perezone pieviousiy féduhea by dithionite (Figu?e 5). From
the data obtained a redox value of +480 mV for Perezone was calculated.
A plot of the redox potential versus the oxidatiQn—reduction ratio

revealed two slopes vwhich may correspond to a one and a two—electron

reduction of Pereczone. i

To test the'possiblé electron transfer capacity of Perezone in a

mmonly,uééd in these preparation (11), are

Inyrel tion‘tofthe experimental results, it is

glutamate+malate as oxidizable substrate, menadione
partlally reverse_the inhlbltlng action of Perezone. Menadione added before

Perezone dlminlshes its inhibiting effect (Figure 7). Indeed in the presence

of menadione, Perezone decreases the rate of valinomycin stimulated respiration

to 47 nmatoms O min-l mg—l, a rate almost three times higher than that

observed in the absence of menadione (see Figure 2). Essentially the same
results are observed if menadione is added to the Perezone inhibited
respiration (not shown).

All the preceding observations are consistent with the idea that
Perezone acts as an analogue of endogenous quinones, that may mediate electron
transport, but at lower rates. Thus Perezone may be an electron transfer

buffer which induces a diminution of electron transport. In fact, Perezone



induces electron transport in rotenone and amytal poisoned mitochondria
to a rate essentially similar to that at which maximal inhibition of

respiration is induced by Perxrezone (Figure 8).
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'DISCUSSION

As deﬁerminéd iﬁ th,érgs?ng_Qotk, Perezone a sesquiterpenic
benzoquingnéi;ﬁ:Q§ é>ﬁid_xéé§¥“§oFentia1 of 4480 mV. It induces inhibition
éf the miéb&hbndfl lvfe§pi:a£6£j actiQity with NAD- dependent and succinate
as oxidizabié s;bstrgtes, regardiess of whether it is stimulated by ADP
pPhosphorylation or by uncoﬁplers. This indicates that Perezone acts on
electron transfer notwithstanding other'possible effects on mitochondrial
functions, noteworthy is that to attain full inhibition of respiration,
concentrations of Perezone higher than 250 uM are required. To explgin
the mechanism of action of Perezone in mitochondrial respiration, two
observations should be cénsidered- The first is that Perezone inhibits the
oxidation of glutanﬁte+malateja;,concentrations which also increased the
respiration of rotenone inhibited oxygen uptake. The second is that Perezone
medijiates electron t:épifgf?:as evidenced by the ability of the compound to

transfer electrons from the reaction center preparation of Rhodopseudomonas

sphaeroides to cytochrome C.

Therefore we believe that in the mitochondrial membrane, Perezone may
act as an acceptor and donor of electrons, but at rates significantly lowver
than those of the endogenous quinones. Thus electron transfer would be

drastically inhibited by Perezonme. In contrast, in conditions in which

reduction of endogenous quinones is largely diminished (as occurs in the
presence of rotenone), the electron transfer properties of Perezone become.
The data obtained with Perezone can thus be explained if at temperatures

below 25°C the rate limiting step of respiration is limited by endogenous

guinone oxido-reduction, and thus a further limitation of electron transfer

as induced by Perezone would induce a drastic diminution of oxygen uptake.



On the other hand at 37°C overall electron transfer would be limited at

Lo : E - .
another step and thUS'Pérezohe would have little or no effect on
réspiratioﬁ. However this‘éuggestion'requires further experimental
elaboration. e ‘

In view of the hitheréc aescriﬁed effects of Perezone on electron
transfer, several questions may‘arise as to why roots of plants of the
genus Perezia possess uvnusually high concentrations of Perezone i.e. it
has been reported (12) that from a kilogram of dry roots 4.2 g of Perezone
crystals may be obtained. This sﬁggescs that electron transfer of these

plants may present unusual characteristic features.
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FIGURE 1. Perezone molecule.

<

FIGURE 2. Inhibitory effect of Perezone on respiration of. rat liver

mitochondria as stimulated by different compounds, Glutamate +

Malate and Succinate as oxidizable substrates. The basic incubation

media is: 250 mM sucrose; 1 mM EDTA, 4 mM phosphate buffer

pPH 7.4 (XaOH), 1 mM MgClz, 6 mM KC1, 3 mM oxidizable subst::ates
and 3.0 mg mitochondrial protein in a final volume of 3.0 ml.
Where indicated 16 ug of Perezone (P)/wg of mitochondrial protein,
0.9 ug valinomycin (VAL), 0.8 mM ADP, 2 ug gramicidin (GRAM) and
0.3 ug 1799. Numbers on the side of traces iﬂdicafze ngAtoms (nAt)

O/min. Mw, washed rat liver mitochondria. Temperature 25°C.

FIGURE 3. A. Inhibition of mitochondrial respiration by Perezone as

function of pH, glutamate + malate as substrate and valinomycin.

The pH was adjusted to those in the figure. Incubation conditions

as in Figure 2. B. Titration curve of a agquecous solution of

Perezone. Experimental conditions were: to a solution of Perezone

(10 mg/ml) NaOH or HC1l was added to the desirable pH and absorbance

‘at 522 nm was measured. Each point represents the mean value of

three separate titrations.




12

FIGURE 4. Effect of quezohe oﬁ’miééchdndrial respiration at various

temperatures. Experimenta céndigions as in Figure 2. Inset plot

Ywith Perezone and valinomycin at the

indicated temp b £

FIGURE 5. Oxido/Reductign'égfeqtia of.?erézone. Experimental conditions
were: to 25 ml of;?erezqne’solution at pH 7.1 (TRIS, buffer) an
excess of dithionité was,édded. To that solution small amounts

of fgrricyanide ﬁeré adaed to certain mV, as measured with
platinum/calomel electrode in a PMQ 22 Radiometer pH meter.

An aliquot of the solution was scahned in a DW2 A dual beam.
sbectrophotometer‘(Aminco)- Calculations were made by stablishing
the oxidized/reduced ratio of Perezone at fixed wavelengths and

applying the Nerst equation. n=number of electrons that can be

accepted by Perezone molecule.

FI1GURE 6. Cytochrome c oxidation by reaction centers from Rhodopseudomonas

sphaeroides (mutant R-26) in that presence of 1,4—-Naphtoquinone
and Perezone. Incubation conditions: 0.12 uM of reaction Center;
in 0.3 M Sucrose, 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.5, 2 uM cytochrome

€C in a final volume of 3.0 ml. Where indicated Perezone (60 uM)
or l,4-naphtoquinone (60 uM) was added. Recording was made in a
dual beam Spectrophotometer (Aminco DW2 A) with side illumination
attachment. The excitaglon beam was filtered with a Kodak wratten

filter 87 C for infrared light, the photomultiplier was covered with

blue—-green filter (Corning # 9782).
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FIGURE 7.

FIGDRE 8.

i3

Effect of Perezoné on Valinomycin stimulated mitochondrial oxygén
consumption in the presence of menadione. Experimental conditions
as in F.igure 2 with menadione 1 x 10—5M. Perezone was added

at the following final uM concentrations: a=13, b=33, ¢=67, d=100,

e=134 and f=268. The inset shows a plot of the data of the

experiment.

Effect of Perezone on the respiration of mitochondria incubated

with and without rotenone.{ The experimental conditions were as

in Figure 2 with glutamate-malate as substrate and Valinomycin

to stimulate respiration. In the trace despicted by (o—o)

the Valinomycin stimulated oxygen uptake was inhibited by the ad-

—dition of 0.3 ug rotenone per mg. of protein; this yielded a rate

of 1 to 5 natom O m:l'.rl—:l mg—l. The subsequent addition of Perezone

resulted in the indicated rates. In the trace marked as (e—e )

Perezone was added without the addition of rotenone.
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