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ABREVIATURAS

ATP: Adanosin trifosfato.

CoQH_1 Coenzima @ reducida.

DCIP: 2,6~ Dicloroindofencl de sodio.

EDTA: Acido etilendjiamino tetracético.

FAD: Flavin-adenin-dinucledtido. .
MOPS: Acido 3-[N-morfolinol-2-hidroxipropanosulfénico.
MSF: Metasulfato de fenazina.

PSM: Particulas uubnitpcondrialas.

SH: Grupo sulfhidrilo.

SDH: Succinato deshidrogenasa {muccinato: {aceptor)
oxidorreductasa, EC 1,3,99,1).

TRIS: Tris{(hidroximetil)aminometano.



RESUMEN

En este trabajo se describe la interaccidn del cadmio con 1a

" SDH. Los resultados del trabajo nmuestran 4que, en preparaciones
'j.menbranalea activadas, el cadmio reacciona con ia enzima con una

£ 8

'jf_conatanta de velocidad de megundc orden de 10.4 mM*s™ a pH 7.35
5'3 25° €. El1 sustrato y el malonato proétegen completamente contra

la inhibicién por cd®** 10 cual suglera que el metal se une

" unicamente al sitioc activo de 1la enzima para inactivarla. La
enzima modificada por cadmio, Bin embargo, retiene su capacidad de

. unir al malonato aunque ha perdido Bu capacidad de unir al

oxalacetato. Esto dltimo apoyaria la hipstasim de que el grupo -SH
del sitio activd puede unir al nodulador negativo formando un
tichemicetal (43,44) y descartaria la hipotesis de que este grupo
sea el sitio de unidén del sustrato (45). La dependencia de 1la
constanta de inactivacisén de pseudo primer orden con respecto al

"l'pH muestra que el cadmio sé@ une a un -SH con pKa dea 7.23, Este

valor anormalmente bajo de pKa me podria explicar si se asume qua
al -SH al que se une al cadmio estad Interactuando con un grupo con
carga positiva. Los resgultados EPR muestran que la enzima

- modificada por cadmio no es capaz de mostrar la sefal del centro

"‘fierro-azufre binuclear aun en particulas reducidas con ditionita.

W

i Sin embargo, tanto el Buccinato como el malonato previenen 1la
 desaparici6n1nd1c1da por c¢d*®” de esta saNal lo que sugeriria que

aeste grupo asta cerca de el sitic activo o respondiendo de manera

directa a los eventos que ahi suceden.



ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL CADMIO CON EL. SITIO ACTIVO
DE LA DESHIDROGENASA SUCCINICA

INTRODUCCION

Desde su descubrimiento inicial hace cami 80 afos (1), 1la
: deshidrogenasa succinica (succinato: (aceptor) oxidorreductasa, EC
1,3,99,1)(SDH} ha sido una de las enzimas mas estudiadas. Como
.”Qresultado de eate esfuer:zo, actualmen£e se dispone de una gran
;.cantidad de informacién en lo refarantea a su estructura,
..composicién, propiedades reguladoras y mecanismo de reaccion.

En células estrictamente aerdbicas, la deshidrogenasa succinica
e una enzima ligada a 1la membrana interna aitocondrial a
integrada a la cadena respiratoria. Cataliza 1la oxidacién del
succinato a fumarato la cual esta acoplada a la reduccién de 1la
: ubiquinona, constituyendo una unidad funcional,denominada por
Hatefi, complejo II (2,3).

Estudios con substitutos monohalogenados analogos del muccinato

Ui han revelado que la deshidrogenacién del succinato es en posicién

trans segin la reaccidn descrita en la figura 1, en donde dos
pares de hidrogenos trans mson equivalentes a este respecto (4,5).
En lo que se rafiere a la naturaleza del segundo componente de
“la reacc;én. el aceptor natural) de electrones (on Yy AH: en 1la
figura 1), estudios recientes de reconstitucién han mostrado que
"-la SDH es capaz de reducir a la coenzima QO a integrarse a la

;'uembrana edlo en presencia da una proteina compuesta por dos
"' -subunidades de pesos moleculares 15.5 y 13.5 K daltones (6). Esta
“ﬁ“protelna. que seria el acaeptor natural de electrones, contiene un

grupo hematico que por sus caracteristicas espeactrales sa asemeja
. & un citocromo de tipo b. En su forma reducida presenta maximosm de
absorcién a 560 (a), 526 (/3), 424 (soret).

La transferencia de electronaes entre la SDH y la coenzinma @ es

 “ . inhibida especificamente por 1la 2-tenoiltrifluorocacetona y las

-cgrboxinas a nivel del citocromo b, (7,8,9).



Por otro lado, 1la enzima es capaz de donar electronee a
aceptores artificiales como el ferricianuro y el metasulfato de
fenazina (MSF) (este ultimo como mediador en el paso de electrones
hacia el diclorofenclindofenol DCIP), constituyendo una forma para
medir la actividad de deshidrogenasa (10,11)

La actividad de la enzima también puede determinarse siguiendo
la reaceciédn reversa, e decir, la reduccién del fumarato a
succinato. La actividad de fumarato reductasa puede llevarse a
cabo con donadores electrdnicos adecuados como el Flavin
mononucledtide reducido (FMNHzl o el NADH en presencia de cilanuro
en preparaciones membranales. En célulag aerdbicas esta actividad
representa alrededor del 4% de 1la reacciédn de oxidacion en
preparaciones ligadas a la membrana y el 8% en preparaciones
solublens de la enzima (12). Sin embargo, en celulas anaerdbicas ¥y

facultativas (en crecimiento anaerdbio con sustrateos no
fermentables ,(13) ), 1l1la wvelocidad de reduccién del fumarato
excaede por mucho a la de oxidacidn del guccinatoc. En anaerobios

obligados, como Microccocus lactilyticus y clostridia, el fumarato
remplaza al Ozcomo oxlidante terminal. La reduccidn del fumarato a
succinato permite la continua oxidacién de los piridin-nucledtidos
reducidog. De esta manera la fumarato reductasa sustituye a 1la
citocromo oxidasa de las celulas aerdbicas (14).

ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA ENZIMA

Como sa menciliona arriba, la SDH es una enzima univergalmente
distribuida tanto entre celulas procaridticas como eucaristicas. Y
auhque no en todos los organismos presenta caracterlst;cas
cinéticas iguales (lo cual depende de las nacesidades fimsioldgicas
de cada especle), al parecer, un patrén bisico de eestructura es
comin a todos. A continuaciédn se describen algunas de las
caracteristicas moleculares comunes nejor establecidas.

La (SDH) es una flavo proteina ferrosulfurada compuesta por dos
subunidades demiguales. La aubunidad mayor tiene un peso molecular



de 70,000 daltones y contiene Flavin Adenin Dinucledtidcoc unido
covalentemente (1 mol de Ba-[N(3)-histidil)]-FAD/mol de enzima, ver
figurh 2), en el gitio de unidén del gustrato (15). Como se muentra
en la figura 2 el anillo de iscaloxazina es capaz de existir en
tres formas redox: una forma oxidada o quinona, una forma
semirreducida (por la aceptacién de un electrén) o sgemiquinona y
una forma completamente reducida o hidroquinona. En la enzima los
tres estados del FAD pueden existir siendoc el electrén desapareadeo
de la semiquinona el que se detecta en experimentos EPR (16).
Ademars, la subunidad mayor presenta 4 equivalentes de Fe y de s,

En lo que se refiere a la subunidad menor de 1la enzima, +#ata
tiene un peso molecular de 30,000 daltones y contiene 3-4
equivalentes de Fe y de SF'(ls) (los estudios que se mencionan
abajo, sin embargo, han puesto en duda el contenido real de Fe y S
de la enzima)

Estudics recientes con dicroiasmo circular magnetico a bajans
temperaturas (17), resonancia paramagnética electrdnica (EPR)
{18,19,20,21) y efecto de campo eléctrico 1lineal en EPR (22) han
demostrado que el filerro y azufre Acido-l4bil de 1la enzima se
encuentran formando tres tipos distintos de centros fierro-azufre
(para una revisidén ver 23,24,25). Actualmente se acepta que la
enzima posee como grupos prostéticoe ademés del FAD: a) un centro
binuclear [2Fe-2S1'" (donde el sobreindice indica 1la valencia
total del grupo, considerando la del 8§ = -2) , 1llamado 8S-1, dque
puede ser detectado en experimentos EFR (g = 2.03, 1.94, 1.91)- a
77 K reduciendo a la enzima con succinato (Em = OomV), b) un centro
trinuclear [3Fe-x51""""""? donde » puede ser dgual a 3 & 4,
llamado S-3, cuya seflal se detecta en experimentos EPR (g = 2.015,
2.014, 1.990) a T 5 20 K con la enzima oxidada (Em ~ 65mV) y c) un

® ponde g= hvrsfil, «th = Constante de rlanck, v = frecusngia , de Las
microondas enh MHz, (3 = magneton de JBohr, H = campo magnetico en

gaues) Lo el faclor de eacieian; e un porametrs
eapectroascopico que relaciena La trienaidad del campo magnetico
con Lla frecuencia del tae wmicroondas y e= caracteristico para cada
contre paramagnetico de una mueatra.



centro tetranuclear de bajo potencial [4Fe-451%*"*'", 1lamado s-2,
gque aparece (g = 22.25, 2.06, 1.84, 1.74, 1.63) a T = 20 K

tnicamente cuando la enzima es reducida con ditionita (Em = -400
en preparaciones solubles y Em = ~260 en complejo II).

PROPIEDADES REGULADORAS

En la mitocondria la deshidrogenasa succinica esta sujeta a un
complicado mecanismo de regulacién (26). En la mayoria de los
procedimientos para obtener la SDH soluble o ligada a la membrana,
la enzima es aislada en forma inactiva con oxalacetato fuertemente
unido. La SDH puede existir en dos formas: un estado 1inactivo
estabilizado por la unidn del oxalacetato (27) y un estade activo
estable en presencia de 1ligandos del sitio activo como el
succinato o el malonate (28,29) u otros compuestos como la COGHz
{(30,31), ATP (32) y algunos aniones inorganicosz (33,34).

Por lo genaral cualquier tipo de preparacién de la enzima, ya
gea poluble o ligada a la membrana, contiene entre un 80 y un 90 %
de enzimas inactivas con oxalacetato firmemente unido (12). Antes
de realizar cualquier experimento cindtico es necepario asegurarse

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

REACTIVIDAD DE GRUPOS SULFHIDRILO

Desde que sie descubrida, hace aproximadamente S50 alios, que la
enzima era sensible a reactivoe para grupos -SH (35,36) muchas
investigacicnes Be han realizado con la intencidn da determinar la
localizacién y funcidn da egtos grupos en la enzima. A este
respecto, la presencia de grupcos sulfhidrilo en el sitio activo ha
sido cuestionada por autores como Sanborn (37) quien obaervd
inhibicidén parcial de la enzima por N-etilmaleimida (NEtMal) vy
bromopiruvato y proteccién parcial por ligandos del msitio activo.



De la miema manera Felberg y Hollocher (38) reportaron que 1la
[*“Cc] N-etilmaleimida se une a una cisteina crucial para la
actividad en la subunidad mayor de la enzima; sin embarga, eaestos
autores llegaroh a la conclusidn de que esta cisteina no estaba en
el sitio active. L&-Qudéc, et al,, (39), en preparaciones activadas
con feoafato, encontraron dos tipos de grupos -SH emenciales para
la actividad de la enzima. Por otro lado, tres trabajos, con
preparacidnes completamente activadas de la enzima, mostraren que
1alalquilacién de la SPH por NEtMal Ainhibia completamente a 1la
proteina y podia ser prevenida completamente por ligandos del
sitio activo cumpliéndose, de eata manera, todos 1los criterio=n
para un inhibildor directo del sitio activo (40,41,42). Estos

trabaj)Jos sBugieren que los patrones complejos de inhibicién
encontrados anteriormente puedan ser parcialmente debidos al tipo
de preparaciones utilizadas, dinactivadaes o© no completamente

activadas, y que la enzima sélo presenta un grupo -SH esencial
para la actividad y que éste se localiza en el sitic activo.

En lo que Be refiere al papel de los grupos -SH en la enzima,
actualmente se dispone de poca evidencia en faver de una funcidn
especifica, Ha sido sugerido (43,44) y controvertido (29) que 1la
cisteina del sitio activo pueda estar involucrada en la unién del
oxalacetateo mediante la formacién de un enlace tiohemicetal.
Tambilén se ha sugerido que pueda participar en la unidén del
sustrato (45). Por ultimo, el perfil de actividad frente al pH
muestra un posible papel de 1la cisteina en 1la activacidn del
sustrato previa a la transferencia intramolecular de electrones
(a1).

A pesar del avance en el conocimiento acerca de la enzima
alcanzado en los ultioms aMos, son muchas 1las preguntas bagilcas
que aun permanecen s8in resolverse totalmente. Por ejemplo, no se
sabe cudl es la naturaleza molecular del proceso de activacion e
inactivacian. Tampoco Be sabe cual es el mecanizmo de accidn de la
enzima, incluyendo la transferencia intramolecular de electrones.
Se depconoce qué grupos participan en la unién del sustratoe al
sitio activo y cualee en sBu activacidsn.



En este trabajo se describe la interaccién del cadmio con 1la

SDH. Debido a que el cadmioco es un reactivo que reacciona
preferentemente con grupos sulfhidrilo (46,47) y cuyo radio idnico
hidratadoe es pequefio, = 1 A {48}, (lo cual representa una ventaja

Bobre otros reactivos para sulfhilo), probd gser una herramienta
util para el estudio de la localizacién y funcidn de los grupos
-SH y la posible relacidén de egtos con algunoa de 1los grupos
prostéticos de la enzima. Log2 resultados del trabajo muestran que,
en preparaciones membranales activadas, el cadmio reacciona con la
enzima con una congtante de velocidad de segundo orden de 10.4
mM 's™ a pH 7.35 a 25° ¢. E1 sustrato y el malonato protegen
completamente contra la inhibicidén por cd® 1lo cual sugiere que el
metal se une uYnicamente al s8sitio activo de 1la enzima para
inactivarla. La enzima modificada por cadmio, sin embargo, retiene
84Uy capacidad de unir al malonato aunque ha perdido Bu capacidad de
unir al oxalacetato. Esto dGltimo apoyaria la hipstesis de que el
grupo —-SH del s8itjo activo puede unir al modulador negativo
formando un tiohemicetal (423,44) y deecartaria la hipdtesis de que
eBte grupo sea el sitio de unién del sumstrato (45). La dependencia
de la constante de i1inactivacién de pseudo primer orden con
respecto al pH muestra que el cadmio me une a un -SH con pKa de
7.23., Similares valores de pKa para este grupo han sido reportados
por otros autorese (41). Este valor anormalmente bajo de pKa se
podria explicar ai se asume que el -SH al que sSe une el cadnmio
estid interactuando con un grupo con carga positiva. Los resultados
EPR nmuestran que la enzima modificada por cadmio no es capaz de
-mostrar la seffal del centro filerro-azufre binuclear aan en
particulas reducidas con ditionita. Sin embargo, tanto el
succinato como el malonato previenen la desapariciénindicida por
Cd** de esta seNal lo que Bugeriria que este grupo estid cerca de
el pitio activo o respondiendo de manera directa a loe aventos que
ahi suceden. El hecho de que el centro S-1 en s8i pueda Jugar un

papel en la unidn de ligandos del sitio activo también se discute
en eate trabalio,

- . o —ammam | —




MATERIALES Y METODOS

PREPARACION ¥ ACTIVACION DE LAS PARTICULAS SUBHMITOCONDRIALES

Lags mitocondrias de corazén de ras se prepararcn de acuerdo a
la técnica que utiliza el politrén como ha sido reportado
previamente {(49). Basicamente el método consiste en homogeneizar
el masculo cardiaco con el politrén en un medico con 250 mM de
sacarosa 1 mM de EDTA-tris pH 7.3. DebBpués de reajustar (coh Tris)
a 7.3 el pH del homopenado, éste Be centrifugd a 800 G durante 10
min y el sobrenadante a 12,000 G durante 10 min. El1 precipitado Be

lavéd una vez mas en el mismo medio de pacarosa. Lag particulas
submitocondriales {PSM) ge prepararon por rompimiento con
ultrasonido de la mitocondrias de res. Las mitocondrias fueron

expuestas durante tres minuto, en un medio de sacarosa a pH 8.5, a
la mAxima amplitud de un sonicador Soniprep 150. Las mitocondrias
rotas fueron centrifugadas a 12,000 G durante 10 min y el
sobrenadante a 120 000 durante 1 h. Las particulags asi obtenidas
fueron activadas resuspendiendolas en un medioc que contenia 250 mM
de macarosa/ 5 mM de malonato-tris pH 7.4/ 25 mM de HEPES pH 7.4,
La sugpensién fue incubada a 30°C y pequeMaz alfcuotas Ffueron
retiradas durante la incubacién para medirles actividad de
deshidrogenasa. La actividad se incremento entre 5 y 6 veces
durante un periodo de incubacidn de 20 min v permanecid constante
durante mam de una hora,. - Lag particulas para los experimentos
cinéticos normalmente se activaron en estas condiciones durante un
periodo de 1 h. Despues de la activacidén las particulas fueron
enfriadas y centrifugadas. El precipitade se resuspendido en un
medio de macarcsa sin malonato a 25°C y se centrifugé una vez mas.
El precipitado fuéd resuspendido en un medio de sBacarosma (20 mg de
proteina por ml) ¥y guardado a -70°C en pequefias fraccidnes. Estas
preparaciones no experimentan ninguna pérdida aignificativa de
actividad en un periodo de por lo menos S mesea. La preparacidn
aal obtenida tienen una actividad de succinato: fenazina



metosulfato reductasa de =« .75+.85 wumoles de succinato oxidado
/min-mg de proteina a 2S°C (pH 7.35). La curva de velocidad
inicial a 3" ¢ de estas preparaciones no mostrd ningun retardo con
lo que se determind que las particulas no contenian maleonato. A
esta temperatura el malonato 8e disocia muy lentamente de 1a
enzima de tal manera que la curva de velocldad inicial en
presencia de succinato nmuestra un retardo (50). Asi mi=smo, estas
particulas no experimentaron ninguna activacidén al ser
preincubadas con succinato por lo que no contenfian oxalacetato
fuertemente unido (27).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD

La activida de deshidrogenasa succinica ae midis
espectrofotométricamente a 25° € siguiendo la reduccién del DCIP a
623 nm mediada por el MSF (51). Para 1los experimentos de

inactivacién con Ccd*‘el medic normalmente contenta: 200 mM de
sacarosa, 25 mM de Trias (pH 7.35), succinato o malopato (a 1las
concentraciones indicadas en las figuras), 1 mM de cianuro de

sodio, 8.5 uM de rotenona (diguelta en DMSO), la reaccidn eea
inicis por la adicidén de las particulas (41.67 ug/ml) seguida de
la adicién de cadmio (a las concentraciones indicadas en las
figuras). Alficuctas de estos medios fueron retiradas a los tiempos
indicadoa para medirles la actividad afadiendo S5.0 mM de succinato
(o lo que faltaba para completar esta cantidad en el caso de los
medios que ya tenian succinato), 0.064 mM DCIP y 1.4 nM de MSF, el
volumen final fue de 3 ml. Con el objeto de evitar el efecto de
distintas msales a distintos valores de pH, en el caso de 1la
determinacisén de la dependencia de la constante de inactivacidén o
de la actividad de la enzima con respecto al pH, el medio ase
amortigud con una mezcla de 10 mM de MOPS + 10mM de Tris a todos
los valores de pH. Para los experimentos cinéticos no ase observéd

ninguna quelacisn del Cdz+por el succinato o el malonato medido

10



con arsenazo III (570-610 y 675-685},

a las concentraciones usgadas
de estos aniones.

De la misma manera no se observéd en ningun caao

mag de un 1% de quelacidn por las particulas submitocondriales

durante el periocdo de inactivacién de la enzima,

indicando que el
ca®*

libre permanece esencialmente constante durante el ensayo.
Todas las constantes se determinaron por ajuste de
experimentales a las ecuaciones respectivas.

lcs datos
La proteina se determino de acuerdo al método de Lowry (S52}).
UNION DEL LONATO A ENZIM

En los experimentos de unién de ({2-14C)1 Maleonate, las PSM (1 mg
prot/ml) se incubaron a 25°C en 1 ml de medioc que contenia: 200 mM
de sacarosa, 1 mM de cianuro de sodic, 8.5 pM de rotenona. Después
de 1 min de incubacién se afiadid 74 M de [2-14C] Malonato (con
una actividad especifica de 4.60 x 10* cuentas/min/nmol) y a los
15 segos la muestra fue transferida a un batio con hielo durante 2
min, 15 mpegs antes de terminar esta incubacién las PSH fueron
diluidas por la adicidén de 1 ml de KC1l 150 mM a 3°C y una alicuota
de 0.5 ml de este medio se toméd para ser filltrada
millipore de acuerdo a lo deecrito en (53}.
aladié Cd** u  oxalacetato o cd** vy

en un filtro
En los caso en que Be

oxalacetato eBto 8s8e hizo
daeBpuds de la primera incubacidén de las PSM a 25 ¢ (1

min}).
Despuer de afadir estos reactivoe se adiciond el malonato y =se
prosiguils como en el ensaye anterior. La adicién de los

inhibidores se hizo de la siguiente manera: a) cd*'. ge afadio
Ze

cd™ (30 pM) y se dejs incubando a las PSM durante 2 min a 25°C,
despues se afiadid el malonato; b) oxalacetato: se atadié
oxalacetato (50 uM) y se dejd incubando a las PSM 3 min a 25" c,
despues e aladid el malonato; c) ca®* y oOoXalacetato: se afadid el
= v 8e incubd 2 min despues se afiadio el oxalacetato ¥y

Ccd se
incubs 3 min por Gltimo se adiciond el malonato.

11



EXPERIMENTOS EPR

Las muestras para EPR me prepararon de la sipuiente manera
(todas las concentraciones indican la concentracién final de la
mezcla): a 0.2 ml de PSM ( 40 mg/ml) suspendidas en 200 mM de
sacarosa, 25 mM trié—HCl pH 7.35 Be les afadid: a) reduccién por
succinato: 1 mM de tenoiltrifluorcaceton { en BDMS0) y 40 mM de
auccinate-Tris pH 7.3 y 8e incubaron 15 gsegs, b} reduccidén por
ditionita: se afiadi®d un poco de ditionita adlida; en estoa
eapectros, la intensidad de la sefial a g = 1.94 proveniente de PSM
tratadams con NADH ¥y rotenona fue 8Bustraida para determinar 1la
contribucién de la sefal de centro S-1 c) reduccidén por succinato
seguida de adicidén de cadmio: las PSM me trataron como en a}) ¥
despues se lesa aBadio ca®* (40 ng Atomo/mg de proteina) vy se
dejaron incubar 3 min, d} adicidn de cadmio seguida de Bsuccinato:
ge hizo lo mimmo que en c) salvo que Be invirtisd el orden de las
adiciones, e) adicién de malonato seguida de cd®* gseguida de
sucecinato: se affadié malonato (20 mM) y despues se silguieron los
mismos pabos que en d), f) adicidén de cda®* seguida de malonato v
de succinato: se hizo lo miemo que en e} pero se invirtisé el orden
de adicisén entre el cd®’ v el malonato., En todos los casos el
volumen final se ajustd a 0.25 ml y las incubaciones se hicieron a
25°C. Despues de las incubaciones 0.1 ml de 1las muestraa fueron
puestas en tuboe de cuarzo para EPR y congeladaz con nitrogeno
liquido inmediatamente antes de que sus espectros fueran trazados.
Las muestras se trabajaron en condicionezs anaerdbicas, lo cual ge
consiguid por repetida evacuacién del aire y adicidén de nitrégeno
en las particulas y las Boluciones y mezclado de estas en una
atmasfera de nitrdgeno.

El empectrofotémetro utilizado en este trabajo fue un Varian E
112 banda-¥X. Se uso una cavidad rectangular Varian TE 102, con una
amplitud de modulaclidn de 100 KHz. Frecuencias tipicas de
microondas estuvieron alrededeor de 9.2312 GHz. La temperatura de
las muestras se controld y monitored con un controlador Varian de
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temperatura V4540. Todos los espectros fueron trazados a 80 K. En
egte espectrofotémetro los valores de g se midieron con una prueba
de remonancia nuclear. La seffal NMR del proton fue procesada con
un gaussmetro Magnion y la frecuencia fue mostrada en un contador
Hewlutt-Packard. Con la idea de obtener 1la minima incertidumbre
en las mediciones tanto de la selal EPR como de la de NMR, las
eefiales fueron observadas simultaneamente en wun osciloscopio de
doble rayo. La frecuencia de las microondas también Be mostrd en
un contador digital. Todos loB espectros en este trabajo estan
representadoa como la primer derivada de la linea de absorcién de
microondas.



RESULTADOS
INACTIVACION DE LA SDH POR CADMIO

La incubaci®n de las PSM con Cd®' en un medio de smacarosa a pH
7.35 resultsd en una pérdida de la actividad enzimatica dependiente
de tiempo. La representacidédn semilogaritmica de 1la actividad
enzimatica residual versus el tiempo fué lineal.

Aunque la cantidad de cadmio requerida para inhibir a la enzima
es muy pequefia, la concentracisén de ca®* libre no experimenta
disminucison significativa durante el ensayo (ver materiales y
métodos) de tal manera que no fue necesario el analisis de 1los
datos bajo un esquema de segundo orden para un proceso bimolecular
(54). La fipura 3 muestra los datos obtenidos de experimentos de
inactivacisn de la SDH a distintas concentraciones de cadmioc. Lasm
pendienters obtenidas a distintam concentraciones del metal
estuvieron linealmente relacionadas con la concentracidén de éste
{racuadro de l1la Fig. 3). Esto Bugiere que no hay la formacisén de
un complejo reversible, entre la proteina y el cadmioc previa a la
inactivacidn de la enzima (55). De esta manera, los datos pueden
ger analizados sepun un esquema sBimple de primer orden para un
inhibidor irreversible, donde la velocidad de inactivaciédn de 1la
enzima esta dada por:

d{Ea]
(1) _ = X [Ea)
de app

en donde [Ea] es la concentracidn de enzima activa al tiempo ¢ y

KLPP {(constante observada de pseudo primer orden) = K‘[Cdz*].

siendo K‘ la constante de velocidad de segundo orden gque puede mer
calculada de la pendiente de la grafica mostrada en el recuadro de

la figura 3 ( K, = 10.4 mM " 87™*).

14



PROTECCION DE LA SDH CONTRA LA INHIBICION

La inactivacien de la SDH por el cadmio no implica directamente
que un resfiduo especifico estéd siendo modificado o© que este
residuo estd en el sitio activo. Sin embargo, la proteccién de la
enzima por el sustrato o por inhibidores competitivoe contra 1la
inactivacidén sugeriria que los residuos de aminodcidos que son
protegidos de la modificacién estian en el gitio activo o cerca de
&l. La inhibicién de la enzima por un’' inhibidor idrreversible en
presencia del sustrato o de un inhibidor competitive puede =ser
descrita por la siguilente ecuacién (56):

Ke
' E + A «p EA
(2) Ke
E + I e E-I
en donde A representa al sustrato o al inhibidor competitivo, Ks

es 8u constante de disociacién y el inhibidor irreversible (I o
Cdz* en este caso) 85lo se unira a la forma libre de la enzima. En
el equilibrio, la concentracién de la enzima que puede reaccionar
con el inhibidor irreversible depende de la concentracién de
sustrato o de inhibidor competitive presentes. En estas
condiciones la velocidad de inhibicién puede eer descrita por:

d[Eal .
(3) - = Répp [Ea]
de
en donde,
_ . Ke[Cd®'] x Ke
(") qup =

Ke + A

es la constante. aparente de pseudo primer orden en presencia del
suStrato o del inhibidor competitivo que puede ser determinada de
la grafica del logaritmo de la actividad remanente versus el

1+
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tiempo a distintas concentracionee de gsustrato o de inhibidor
competitivo, En Bu forma reciproca la ecuacién 4 dara:

1 1 A
(5) =

~ -+
Kapp Ka[ed®*]1 Ke[Cd® IKa

de tal manera que una grafica de 1/K;pp contra A darad wuna 1inea

racta {(8i el sustrato o el inhibidor competitivo protegen
completamente de la inactivacisn por .el 4inhibidor irreveraihle)
con una intercepcidn en el eje de A de - Ks.

Los resultados de loa experimentom llevados a cabo de acuerdo a
estas consideraciones Be muestran en las figuras 4 y 5. En 1la
figura 4a Be muestra que concentraciones crecientes de sguccinato
disminuyen progresivamente, a partir de un valor inicial de 6.9 x
107"x s_‘, la velocidad de inactivacidn por cadmio. El1 grafico de
Kapp versus [succinato] fue descendiente, de acuerdo con 1la
ecuacidn 4 (Fip, 4b). El regrafico de 1/K;pp versus [Buccinato]
fuae lineal, de acuerdo a la ecuacidn 5, obteniéndose una Ka de 267
HM (Fig. 4c). En la figura 5 se muestran resultados similares para
el malonato cobteniéndose una Ke (Ki) de 1.7 M. Ambos wvalores de
Ke y Ri estan de acuerdo con los valores de Ke de 300 MM y Ki de
1.3 M previamente reportados para estas congstantes (39,40} .

CARACTERIZACION DEL GRUPO MOBIFICADO POR EL CADMIO

Aungue se ha demcstrado que el cadmio reaccicna preferentemente
con grupoa -5SH en las proteinas (46,47) ¥ gque hay por 1lo menos un
grupo sulfhidrilo esencial para la actividad en el sitio activo de
la SDH {(40,41,42), otrog rasiduos, como carboxile e imidazol
pueden ser modificadoes (57). Por lo tanto, con la idea de obtener
mayor informacion del grupo que eatd siendo alterado por el cadmioc
se decidis estudiar las propledades acido-base del sitio de wunién
del metal. Si un residuo de cistelna es requerido para la unidn
del sustrato o para la catalisis, la velocidad de inactivacidén de
la enzima dependera del grado de protonacién del. -SH siempre y

16

——— - _— e e e ——



cuando el sulfhidrilo desprotonado reaccione a una velocidad
sustancialmente mayor que el sulfhidrilo protonade. La figura 6
muestra que la velocidad de inhibicieén de 1a SDH por cadmio
aumenta al aumentar el pH de 6.5 a 8.5. La relacién entre 1la
conastante observada da pseudo primer orden y el pH puade =ser
expresada segun la ecuacidn:

(6) 1 (H7] 1

que ea aniloga a la ecuacién 5 ¥y en donde Kmax €8 la constante de
velocidad maxima (o constante de inactivacidn de pseudo primer
orden independiente del pH) y Ka es 1a constante de ionizacisén del
8rupo involucrado. La grafica de 1/Kaepp contra [H'] debe de dar
una linea recta con un intercepto de 1/Kmax y una pendiente de
1/KEmaxKoe (recuadro de la figura 6). E1 hecho de que no ocurra
,ninguna deaviacion apreciable de la linearidad a ningun valor de
pH sugiliere que s4lo la forma desprotonada del grupe involucrado eas
modificada por el ca** ¥ queae sdlo eaeste grupo reacciona con al
matal. De los datos de esta figura se obtiene un valor de pKa da
7.23., Este valor astd de acuerdo con loa valores de pKa cercanogs a
7.0 que han sido encontrados, para el grupoc sulfhidrilo del sitio
activo en la SDH, por otros autores utilizando NEtMal (41). El1
hecho de que la constante de ionizacidén para aste sulfhidrilo sea
anorcalmente mayor que el de la cisteina libre se podria explicar
- por la interacclion de un grupo con carga positiva localizado cerca
.del sulfhidrilo (41).

Una pomibilidad atractiva es que‘el fierro de la enzima sirva
cono componente activador del grupo sulfhidrilo. Para analizar
‘esta posibiljdad y obtener mayor informacién del grupo quae esta
siendo modificado por el Cd*, ga decidid estudiar los= espectros
EPR da PSM tratadas con cadmio y 8in cadmio bajo distintas
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condiciones. En la figura 7a se muestra el espectro de las PSM

evitar la
reduccién de componantas dea la cadena respiratoria poateriores al

complejo II. El1 espectro est&4 compuesto
sefiales a g = 2,0236, 2,0028, 1,9347, 1,.9171,

reducidas con succinato en presencia de TTFA para

principalmenteo por
El juego dea nmefialen
ag= 2.0236, 1.9347, 1.9171, corresponde al centro Fe-S binuclear

reducido consietente de dos Atomos de fierro

antiferromagnéticamente acoplados mostrando un espin efectivo da S
= 1/2 en un campo cristalino con distorsidén rémbica (18,19). Este

centro, llamado normalmanta S-1, es dal tipo da
(58 ).

lam ferredoxinase
La otra sefNal importante con g = 22,0028 ha mido asignada al
radical libre de la semiquinona del FAD (16).

En la figura 7b se muestra que la adicién de ca™”
seguida por la reduccldn con 8auccinato resultd en
practicamente total de las dos selMalea descritas

a 'las PSM
una pérdida

arriba. Aunque
las condiciones de tratamiento por ca** para estos experimentos gse

alejan mucho de las condici¢nes cinéticas de inactivaciéon de la
enzima (ver materiales y métodos), la adiclidn de EDTA, restaurd
complatamente las sefales EPR ¥y la actividad {(datom no mostrados).
Esto muestra que tanto en los experimentos EPR como cinéticos, 1a
- accidn daI'Cdz+ sobre la enzima es comparable. La pérdida de la
" mefal del centro S-1 no fué revertida por reducclén con ditionita
"lo cual sugierae una accién directa del metal mobre el centro Fe-S
o qua la unidn del ca* a la anzima provocsa

un cambioc en la
conformacién de é8ta que rasulta en una pérdida de la sefial
- paramagnética del grupo Fe-S8. Raclentemente Krishnamoorthy et al.
(59) en un estudic EPR sobre el efacto de distintos inhibldores
sobre el complejo 1 en la cadena respiratoria encontraron que la
sefal a I3 - 1.94 de 1a SDH ara abolida por al
p-cloromercuriobenzenosulfonato y que la pérdida da eata sefial no
era revertida por reduccidén con ditionita. Estos resultados
sugieren un Bitioc de accidén similar para los dos
sulfhidrilos.

reactivos de

Por otro lado, al espactro EPR de las PSM tratadas con cadmio y



reducildas con ditionita mosatré una seffal tipica de un radical
libre en 1l1la zona del FAD. Sin embargo, en este tipo da
preparaciones membranales me racohoce la presencia da varias
-aegpecies moleculares capaces de generar radicales 1libres por
reduccidn y por lo tanto generar Belales EPR en 1la zona de g
cercana a 2., De esta manera, el estudio de la seNMal es complicada
por lo que en este trabajo no se hizo mas esfuerzo por .
interpretarla.

La pregunta que surge es s8i la unidn del cadmio en el sitio
activo de la enzima es la responsable de la depaparicicdn de las
setales EPR o si é#mta me daba a la unidn del metal a otro sitio en
la proteina. En la figura 7c se muestra el espectro EPR de las PSM
reducidas con succinato antes de ser tratadas con cd°'. En esta
figura =me aprecia que la presencia del sustrato previa a 1la
adicisn del Cca*" praeviene en ciarta medida la degaparicidn de las
seffales de la enzima. Resultados similares wse auestran en la
figura 7e en donde la adicidén de malonato previa a la de ca®*
praviena la desaparicién total de ambam seffales . En presencia de
malonato se observd un aumento de’ la relacidn antre las
intensidades de la mefial del radical libre y el centro S-1 (Fig.
7d). En estas condiciones el tratamiento por cadmioc disminuyd
-sobre todo la intensidad proveniente del radical libre (g = 2). El
significado de estos resultados no es claro. En este momento no se
puede descartar una modificacién de la estructura de 1la enzima,
por accién del malonato o al malonato y el cadmio, que origine un
cambio an las intensidades relativap de las distintas seffalesn
'paramagnéticas.'Aunque el comportamiento de la mselal del radical
libre no as claro, en conjunto estos resultados sugieren que 1la
desaparicién de la seffal del centro S-1 por accisén del cd™ se
debe a la unién del metal al pitio activo de la enzima.

EROPIEDADES DE LA ENZIMA MODIFICADA POR _EL CADMIO

La pérdida de la actividad en las enzimas modificadas por
cadmio podria debaerse a un cambilio en la afinidad de 1a proteina
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por el sustrato y/o a una alteracidn en la capacidad catalitica,
incluyendo 1la activacién del sustrato y/o 1la transferencia
intramolecular de electrones. Para determinar s8i 1la enzima
medificada por cadmio es capaz de seguir uniendo al gsustrato o a
los inhibidores competitivos se hicleron dom tipos de analiaie,
cinéticos y de unién de ligandos. ’

En 1la figura 8 se muestra el grafico de Dixon de 1/Vo <versus
{malonato] a diferentes concentracicnes fijas de cadmio (afiadidas
antes del malonato) ¥ a una concentraci®n constante de succinato.
En estas condiciones, cuando amboe inhibidores estan presentes, el
grado de inhibicién es siempre mayor gque el observado a 1la misma
concentracidén especifica total de cadmio o malonato por separado.
Eate efecto 8inédrgico resulta de la formacidn del complejo
- E-€d*"-malonato. El hecho de que la unidén del ca® no impida que
el malonato (y por lo tanto el succinato) se una también a 1la
enzima se muestra en la representacién de Dixon en donde 1las
pendientes de los trazos dependen de la concentracien de cadmio ¥y
el grupo de lineas se interceptan a la lzquierda del eje 1/Vo (60},

Un analisis similar fue 1llevado a cabo en presencia de
oxalacetato (Fig., 9). Aqui el sistema se comporta de manera
diferente. Aunque adicionesg de cd®” mAs oxalacetato no rindieron
el mismo grado de inhibicid4n gque daria la misma concentracién
espacifica total de cada uno por separado, los graficos de Dixon
fueron paralelos. Esto Be debe al hecho de que no hay la formacidn
del complejo adicional E-cd*'-oxalacetato que podria modificar el
valor de las pendientes. Estos resultados muestran que el cadmio y
el oxalacetato son competitivos entre a4, o en otras palabras, que
la unién del Cd** excluye la unién del oxalacetato (60).

Ea interesante notar que el cadmio es capaz de remover al
oxalacetato unido a la enzima, lo cual estid de acuerdo con el
analisis ciné¢tico. El hecho de que la inhibiciédn de 1la enzima
inducida por cadmio pueda ser revertida por EDTA (como se menciond
arriba) puede ser utilizado para probar este punto.

Los resultados presentados en 1la tabla I muestran que uha
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actividad casi total puede Ber recuperada cuando las PSM  son
centrifupadas y tratadas con EDTA (2 mM} despuee de haber sido
preincubadas con oxaloacetato (.4 mM) seguido por 1la adicidén de
cadmio (.1 mM). El1 nivel de actividad alcanzado an estas
condiciones em comparado con el que Be obtiene cuanda laa PSM son
centrifugadas y activadas con succinato mas fosfato para remover
el oxalacetato afiadido en exceso.

Para confirmar los resultados de estos estudios se determind la
capacidad de la enzima para unir (2-14C]l-malonatc bajo distintas
condiciones. En 1la figura 10 B&e muestran los niveles de
[2-14C)l-malonato unideo { expresados como porcentalje, tomando la
cantidad de cpm unidas por las particulas control sin cadmio (3862
+ 94.5) como el 100 %) a las PSM segan los experimentos de
filtracién descritos en materiales y métodos. Para determinar la
unisn no especifica del malonato en estas condiciones se adiciond
a las particulas un exceso de oxalacetato (50 yM, Ki = .017-.3 HM
{41 ,42). El1 oxalacetato desplazd 1925.25 * S6 cpm (2 50 %). Esta
cantidad de cpm unidas puede Ber tomada como 0 7% de unidén
easpecifica. Tomando en cuenhta la unidn especifica y 1la actividad
egspecifica del malonato se obtiene un valor de 0.167 nmol de
SDH/mg de proteina de PSM, valor que es inferior al reportado para
el del contenido de flavina no extraible por aAcido en
preparaciones aimilares (6%1,62). Sin embargo, ee ligeramente
superior a la cantidad de SDH encontrada por otros autores (0.1
nmol/mg de proteina) segun resultados por ajuste en computadora
(42). Segun este criterio el cda** (30 M 2 min), abiadido antes gque
el malonhato, desplazd anicamente un 12 £ 0.6 % de malonato unido
de manera especifica, por lo que sBegun este tipo de experimentos
la unidn del cadmio no excluye de manera importante la unidén del
malonato lo cual esta de acuerdo con los experimentos cinéticos
mostrados en la figura 8. Por otro lado, con la adicidn de cad**
segulda de oxalacetato, previa a la adicién del malonato, sdélo se
logrd desplazar un 78.3 = 0.3 %2 de malonato especificamente unido.
Este resultado sugiera que la unién del cadmio a 1la enzima de
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alguna manera altera la capacidad del oxalacetatoc de desplazar al
malonato. Esto apoyaria loe resultadosa cinéticos (Fig, 9) y losm
datos de la tabla I en al sentido de qua la unién del cadmio a 1a
. enzima excluye la unidn del oxalacetato, es decir que el cadmio ¥y
al oxalacetato compitan entre sf{ para unirse a la proteina.
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DISCUSION

En el presente trabaljo mse nuestra que 1l deshidrogenasa
succinica activada y ligada a 1la membrana es inhibida por el
cadmio a una velocidad de K, = 10.4 oM & ° (pH 7.3s5, 25°C).
Aunque la inhibicidén por el metal pueda Ber revertida por EDTA,
cindticamente el ¢d* me comporta como un inhibidor irreversible
(Fig. 3b)}. Si un inhibidor de este tipo actua reaccilonando con un
grupo en el sitio active, la presencia del sustrato o de algan
inhibidor competitive protegera contra la inhibician diasminuyendo
la valocldaed a la cual la inhibicidédn ocurre. En la figura 4 se
muegtra gque concentraciones crecientes de succinato disminuyen
progresivamente la velocidad de inactivacién de 1la enzima por
cd®*. E1 regrafico de Kapp contra [Buccinato] fué hiperbdlicamente
descandiente de acuerdo con la ecuacidn 4. El regrafico de 1/K;pp
contra [succinato] fué lineal (ecuacién S). Resultados similares,
de proteccidén hiperb¢lica total, se muestran en la figura 5 para
el caso dél malonato. Del efecto protector por 1los 1ligandos del
sitio activo se determinaron las constantes de disociacién dal
succinato (Ke = 267 uM) ¥y del malonato (Kt = 1.7 uM). En general
se puede decir que bajo estas condiciones, el cd*® me comporta,
por lo menos cinéticamente, como un inhibidor directo del eitio
activo. Por lo tanto 1lom resultados del analisis cindtico de
proteccidén por succinato y malonato, en conjunto sugieren gque el
cadwio inhibe a la enzima reaccionando exclusivamente en el sitio
activo, Cabe mencicnar que eate analiseis no considera el namero
real de grupos -SH que deban ser modificados para que ocurra la
inactivacien,

Durante mucho tiempo 8se ha conoccido que 1la deshidrogenasa
gsuccinica es sensible a reactivos para grupes sulfhidrilo ¥y que
los sustratos e inhibidores competitivos protegen a 1la enzima
contra la accién de é#stos (35,36,37,40,41,42). Sin embargo, 1la
presencia de grupos -SH en el msitio activo ha sido cuestionada por
autores como Sanborn et al. (37) quienes observaron inhibiciones
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complejas de 1la enzima soluble por agentes alquilantes v
proteccisén parcial por ligandos del eitio activo. Como se menciond
en la introduccidn, resultados Bimilares han sldo encontrados por
otro grupo de autores, que muestran que ademas del -SH del sitio
activo puede existir en la enzima otro grupo sulfhidrilo epencial
para la actividad. Por otro lado Kenney (40} y Vinogradov et al
(41,42} han encontrado que la alquilacidén de la SDH =soluble por
NEtMAL cumple los criterios para un inhibidor directo del ajitio
active. Las discrepancias encontradas en la literatura pueden
deberse, por un lado, al distinto tipo de agentes alquilantes o
formadores de mercaptido utlizados para dnactivar a 1la enzima.
Otra explicacisén seria el grado distinto de activacién de 1las
preparaciones utilizadas en esBtos trabajos. En preparaciénes que
no estén completamaente libres de oxalacetato es factible encontrar
patrones complejos de inhibicidén por reactivos para grupos -SH. El
oxalacetato unido a la enzima protege al -~SH del sitio activo
contra la algquilacié&n (41) y 1la velocidad de disociacién del
oxalacetato es lenta (42,63,64). Ez de esperarse que s8i #me
utilizan concentraciones de agentes alquilantes elevadas que
rindan cinéticas de pseuds primer orden, 1la velocidad de
alquilacidn serid mayor qua la de disociacién del oxalacetato de
tal manera que se obgervaria una inhibicién bifasica con una
saturacison aparente de la velocidad de inactivacién. En el caso
del presente estudio, la inactivacidn por ca** ¥y la proteccidn
total por ligandes del gitio activo, en preparacidnen
completamente activadas de la enzima membranal no apoyvan 1la idea
de que existe un grupo -SH esencial para la actividad fuera del
sitio active.

Una cuestion importante es el ndamero real de grupos con los que
reacciona el ¢d® en el sitio activo para inactivar a la enzima.
Se sabe que el cadmio forma compuestos estables al reaccionar .
preferentemente con ditioles aunque también puede reaccionar con
monotioles (46,47). La grafica lineal de la figura 3b sugiere una
estequionetria de 1 cd®** /enzima. Sin embargo, dos o© mas grupos,
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egenciales para la actividad, gue reaccionen sgsimultAneamente con
una molscula de inhibidor darian esta misma estequiometria. La
secuencia de aminocacidos de la sgubunidad mayor de la SDH y de 1a
fumarato reductasa de E. colil, muestra un s&lo residuo de cisteina
en posicisdn conservada (65). Este resfiduo no se encuentra en 1la
flavo proteina de B. subtilis (66). Sin embarge, la SDH de este
organismo no presenta el resfiduo de cisteina esencial para 1la
actividad que esta presente en E. coli y SDH de corazén de res
(66). Es probable que este residuoc sea el grupo que esta silendo
modificado por el cadmio. Kenney et al han mostrado que la
incorporaciséon de ["C]MalNEt a un residuo de cistelina, esencial
para la actividad, localizado en la subunidad de 70,000 daltones
disminuye en presencia de succinato © malonato (44). Aunque en 1la
gsecuencia de aminoacidos de un péptido de 23 reesiduos alrededor

del FAD no aparece ninguna cisteina (67), es probable que por
pPlegamiento de la cadena polipeptidica, la cisteina en posicisén
conservada quede proxima al FAD en el gitio activo. Por el
momento, 8in embargo, Be carece de evidencia experimental

concluyente que permita determipnar el numero real de residuos que
participan en 1la unison del cadmio durante el proceso de
inactivacion de la enzima.

Aunque se ha reportado que el cd®** se puede unir a grupos
carboxilo e imidazol (57), o sulfhidrilo (46,47), las constantes
de estabilidad muestran que el Cdz' se une de manera masg gelectiva
a los grupos -SH (46,47). A partir de loe datos de la figura 6 se
obtiene un valor de pKa de 7.23 para el grupo que esatd aiendo
modificado por el ca?'. Este valor no prueba de manera definitiva
que un grupo -SH zea el blanco del Cd**. E1 pKe del 1los grupos
sulfhidrilo en las proteinas normalmente presenta valores mas
elevados. Sin embargo, en el caso de la SDH otros autores han
reportado valcores similarmente bajos de pKa para el -SH del gitio
activo (41). Se ha sBugerideo que 1la "activaclidén™ del grupo
sulfhidrilo localizado en el mitio activo podria deberse a la

presencia de una carga positiva localizada cerca del -SH (41). Por
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otro lado, el hecho de gque la sefial del céntro Fe-8 S-1 sea
destruida por el ca®* ¥ por el p-cloromercuriobenzenosulfonato de
manera similar (59), sugiere gque oambom reactivom acttan en
residuos similares. Ademas, la desaparicién de esta sefal por
ambos reactivos no es revertida por ditionita (Fig. 7b}) 1o que
sugiere una relacién estrecha entre el grupo dgque une a estos
reactivos para sulfhidrilo y el centro paramagnético. Durante
nuche tiempo se ha discutido 1la posible localizaciédn de los
centros Fe-S en la enzima. A este respecto, Chnishi ha propuesto
que los centros S-1 y S-2 se encuentran en la subunidad mayor y el
centro 5-3 en la subunidad menor (68). Albracht ha sugerido que el
centro S-3 me encuentra en la subunidad mayor y el centro S5-1 en
la subunidad meneor (69). Mis recientemente se han identificado los
ligandos del centro S-1 en B, subtilis, Estos son un grupo de
cuatro cisteinas localizadas en posiciones conservadas en el
extremo N terminal de la subunidad menor (70). Una pomibilidad es
que el grupo -SH del sitio activo, por plegamiento de la cadena
polipeptidica, se encuentre muy préxime al centro S-1 de tal
manera que una modificacidn en este residuoc de cisteina origine
una alteracidn de las propiedades paramagnéticas del centro Fe-S.
Dae esta manera, la carga positiva del Fe del centro 5-1 geria la
que estuviera alterando las propiedades Aclido-base del grupo ~SH.
A eate respecto Ohnishi encontrd que las propiedades magnéticas
{realce del tiempo de relajacién del espin) del FAD estaban
alteradas por la proximidad del centro S-1 (16). Una interaccidén
espin-espin de este tipo invelucra distancias ne mayores a 1,5-2
nm. Sin embarpgo, en este momento no pe puede descartar que 1la
desaparicién de la seflal del centro S-1 se deba a una modificacién
de la conformacidn de la enzima por la unisdn del cd®** a1 sitio

active y que 1la alteracién encontrada en las propledades
dcido~base del -SH del sitio activo se deba a la proximidad de
otro grupe con carga pogitiva como histidina (71). Una

modificacidn de este tipo alteraria muy probablemente las
propiedades paramagnéticas de los grupos prootéticos restantes.



S8in duda, una imiAgen maAs clara de la relaci®n entre el -5SH del
gitic activo ¥y loe grupos prostéticos de la enzima vendra con el
estudio EPR a temperaturas mids bajas del efecto del cadmio =saobre
la SDH.

La inhibicidn de la SDH por cd** podri{a deberse a que el metal
se esta uniendo a un grupo importante para la catalisis y/o0 a un
grupc involucrado con la unidén del sustrato. Basado en estudios de
proteccisén por succinato y malopnato contra la inhibicién por
agentes alquilantes, Kenney ha propueste que el grupo -SH del
sitio activo podria jugar un papel en la unidn del sustrato (45).
En el presente trabajo, s8in embargo, se muestra que la unidn del
CdZO
tanto tampoco la del succinato. En este momento es importante

al sitio active no excluye la unién del malonato y por lo

desatacar la importancia que juega el orden de adicién de 1los
inhibideres. Cuando el malonato (o el succinate) es afladido antes
que el cd* (o que la NEtMal)}), forma un complejo con el maitio
activo y previene que el inhibidor irreversible alcance su =sitio
de unidén en una fraccidn determinada de las moléculas de enzima
{(probablemente por el impedimento debido a la estructura espacial
molecular)(Figs. 4 ¥ S). En el caso contrario, una vez que la
inhibician por cd®  ha ocurrido, la adicidn de malonato no
revierte la inhibicidén, mas atin, érta es incrementada por 1la
formacidn del complejo adicional E-cd®*-Malonato (Fig 8).
Conclusiones similares se obtienen de los datos de la figura 10.
Aqui, la adicién de cadmio a las PSM no desplaza 1la marca de
[2-14C)-malonato. De esta manera, la unidn del cadmio al -SH del
- sitio active no altera a la enzima en tal forma que éd4sta se vuelva
incapaz de unir al malonato (o al succinat) al sitio activo.

De estos resultados se puede asumir que en el mecanismo de
oxidacidn del succinato, el grupo -SH del sitio active jugaria un
papel importante a6lo degpues de la unien del sustrato a un grupo
cercano en el gitio activo. A este respecto, recientemente ae ha
propuesto que el sitio activeo de la SDH posee, ademas del FAD vy
del grupeo -SH, un{(os) residuo(os) de arginina, el{los) cual{en)}
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podria(n) participar en una interaccion electrostatica
grupos carboxilo del sustrato (72).

con los

Por otro lado, cuando el cd® es amMadido a la enzima antes

que
el oxalacetato, evita que este dltimo se una al sitio activo (Fig.
9). Mam adan, cuando la enzima estid en e)l estado inactivo,

estabilizado por la unisén del oxalacetato, ésta puede ser activada

por tratamiento con un exceso de ca?®** seguido por la remocidén del
metal por EDTA. Estoe resultados se muestran en la tabla I Jjunto
con el hecho conocido de que el oxalacetato también puede ger
desplazado por ligandos del sitio activo como succinato o malonato
" {(28,29). Aupgue el oxalacetato protege al -SH del agitio active
{41 ,42), en condiciones de exceso de Cdz’, el

metal termina por
entrar al sitio activo y desplazar al oxalacetato. En 1la
10c ge muestra que el cCd*" afadido a 1as PSM antes que el
oxXalacetato en cierta medida dificulta que el megundo siga
capaz de desplazar eficazmente 1la marca de

Tomando en cuenta que: a) la razdén molar de

figura

siendo
[2-14C]-malonato.

osalacetato/flavina
unida a histidil es 1 (26,73) ¥y que b) el coxalacetato

degplazado de la enzima tanto por succinato y

puede eaer
ftalonato como por
cadmic, una hipétesis atractiva es que el oxalacetato neceeita dos
grupos en el sitio activo para unirse a la enzima. Uno de estos
grupos seria el grupo que une malonato o succlnato y el

otro el
-S5H que une al ca®*.

La interaccién del oxalacetato con la enzima ha recibido
atencién. Durante mucho tiempo se ha conocido que el oxalacetato
es un potente inhibidor de la SDH (27). Ademis de actuar
inhibidor competitivo, el oxalacetato Be une de

mucha

como un

una manera
extremadamente fuerte a la enzima inactiva y es removido de ésta
por activacisan (28,29,30,31,32,33,34). Woitczak et al fueron los
primeros en conaiderar a este inhibidor como un inactivador (27).
Gutman reportd que el oxalacetato se une a un sitio regulador en
la enzima induciendo un cambio de conformacidén que oculta al sitic
activo (26). Esta hipétesis ha sideo expuesta para explicar el

efecto protector del oxalacetato contra la alquilacién Por
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maleimidas N-sustituidam. Otra hipétesis para explicar este efecto
proéector ha sido que el oxalacetato B8e une al -SH del sitio
activo formando un tiohemicetal (43,44). Loe resultados de este
trabajo muestran que el cadmio ¥ el oxalacetato son competitivos
entre g1 lo que estaria de acuerde con la daltima hipétesis.
Ademas, el hecho de que 1la unién del cadmio al sitio activo
excluya la unién del oxalacetato a la enzima no apoya la idea de
que exista un sitio regulador de unidn de dicarboxilateos distinte
del sitio activo.

5i se agsume que el ~SH del msitio activo participa en la unién
del oxalacetato, y que el centro S-1 puede estar interactuando con
el sulfhidrilo, es posible esperar que una modificacian del centro
Fe-S se vea reflejada en una alteracidn de algun tipo en la unidén
del oxalacetato a la enzima. En 1975 Ackrell et al! reportaron que
la reducecidn de la enzima por ditionita resultaba en la
disociacioen del oxalacetato fuertemente unido con la consiguiente
activacidn de la enzima (74). La activacidn de la enzima durante
la titulacién redox, sin embargo, occurre con la incorporacién del
segundo par de electronem a un potencial de ~-90 a -60 mv. Por 1lo
que la activacién coincidiria con la reduccidn de la flavina a su
forma de hidroquinona. Por otro lado, Kotlyar et al encontraron
una diferencia de més de 10 veces entre lag afinidades relativas
de la SDH reducida y oxidada por el B8Buccipato, fumarato y
oxXalacetate (42). Estos autores, sin embargo, no definieron con
precigsicon el término “enzima reducida”™. Por lo tanto adn queda por
establecerse Bl el eatado de reduccidédn del FAP ¥y no el de los
restantes centros redox es el unico factor involucrade en los
cambios de afinidad de la enzima por Jlos ligandos durante 1la
reduccién de la SDH. AdemaAs, no sie ha determinado el mecanismo por
el cuél la reduccién de los comnponentes redox de la enzima
modifica la afinidad. Una posibilidad es que al reduciree 1la
enzima sufra un cambio de conformacién que exponga al sitio activo
al ambiente acuvso. Se sabe que la uniédn por tiohemicetal es
inestable en solucidn acuosa y que su descomposicidn se da por una
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reaccidn 4acido-base (75). Sin embargo, 1la confirmacidn de
cualquier hip&tesis a este rempecto requiere de un estudic mas
detallado da la funcidn de todos lom centros redox en la enzima.
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CONCLUSIONES ¥ PERSPECTIVAS

En este trabajo se mostré que el ¢d*’ es una herramienta ucil
para estudiar las propiedades del -SH del gitio activo de 1la
deshidrogenasa succinica. Loa resultados del trabajeoc sugieren que
este grupo esta involucrado en la unisn del modulador negativo
oxalacetato y abren la posibilidad de que otro(s) residuo(s) estén
participando en 1la uni&n del sustrato ¥y de 1los inhibidores
competitivos. Ademas, se muestra que las propiedades Acido-base
del sulfhidrilo estin modificadas y se Bugiere que esta alteracilidén
ge podria deber a la proximidad del centro binuclear S-1.

Sin embargo, son muchas las preguntas que permanecen sin
respuesta y cuya solucidn ayudara a dar una interpretacidn mas
completa de los resultados experimentales. Por ejemplo, ho se sabe
la naturaleza quimica de la unid4n entre el cadmic y el grupo
egencial para la actividad. Seria degeable tener una estimacién de
lar fuerzas de enlace entre el ion metaAlico y el(los) ligandos.
Una manera conveniente para determinar estas energias de enlace
incluye la medicidn calorimétrica directa del calor de formacidn
o, quizas menoe directamente, la medicidn de 1la energia de
formacien de Gibbs (4G°). Estas mediciones explicarian 1la alta
afinidad (estabilidad termcdinamica) de la enzima por el cadmio vy
la alta labilidad cinética pracias a la cual el metal puede ser
facilmente retirado por EDTA. Tampoco se& Babe a8i la unidn del
cadmio al -SH m8lo modifica al centro S-1. El estudio EPR de la
interaccidén dal cadmio con la enzima, a temperaturag de 30 K o
menores, ayudarid a resolver este punto. Esto permitira conocer con
menoe ambigliedad la causa de la modificacién de las propledades
acido-base del! sulfhidrilo y proporclonard informacisén de 1la
funcidn de los grupos prostéticos de 1a enzima en lo gue se
refiere a su papel en los cambios de afinidad por los ligandos del
gltio activo durante la titulacidn redox y a 1la tranaferencia
intramolecular de electrones.
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EXPLICACIONES DE LAS FIGURAS Y TABLAS

REACCION CATALIZADA FOR LA DESHIDROGEMASA SUCCINICA. Aox

y AH2 representan al aceptor oxidado vy reducido,
respectivamente.

ESTRUCTURA DE LAS FORMAS REDOX NEUTRAS DE LA MOLECULA DE
FLAVINA. R = ribitol para 1la riboflavina.

IMNACTIVACION DE LA SDH POR CADMIO. a)l, repreescentacidn
semilogaritmica de 1la actividad remanente porcentual
versus el tiempo a diferentes concentraciones de cadmio.
b), constante aparente de velocidad de inactivacidén
(Kapp) versus [cadmio]. La Kapp fue calculada
multiplicando el valor de 1las pendientee en a) por
2.303. Las condiciones de incubacién y de medicién de la
actividad se detallan en materiales y métodos.

EFECTO DEL SUCCINATO SOBRE LA INACTIVACION POR CADMIO DE
LA SDH., a), representacion semilogaritmica de la
actividad remanente porcentual versus el tiempo a
distintas concentraciones de succinato. En ausencia de
cadmio la actividad fue perfectamente estable con o gin
gsuccinato. b), constante aparente de velocidad de
inactivacidén {(Kapp) versus (succinato]. c) Grafica de
1/Kaopp versus [guccinato]. Las condicicnes de iIincubacidn
y de mediciédn de la actividad se detallan en materialen
vy métodos.

EFECTO DEL MALONATO SOBRE LA INACTIVACION POR CADMIO DE
LA SDH. a), representacién semilogaritmica de la
actividad remanente porcentual versus el tiempo a
distintas concentracionee de malonato. En ausencia de
cadmio la actividad fue perfectamente estable con o s8in
malonato. b)), conatante aparente de velocidad de
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

6

7

o

inactivacién (Kapp) versus [malenato]. ¢} Grafica de
1/Rapp versus [malonate]. Las condiciones de incubacidn
y de medicion de la actividad se detallan en wmateriales
y métodos.

INACTIVACION DE LA SDIi POR EL CADMIO EN FUNCION DEL pH.
a) constante aparente de velocidad de inactivacidén
(Kapp) versus pH (1 uM cd®%). b) Grifica de 1/Kepp
versus [(H']. Las condiciones de incubaci®n y de medicién
de la actividad se detallan en materiales y métodos.

ESPECTROS EPR DE LAS PSM A 80 K. a) particulas control
reducidas con succinato. b) PSM tratadas con cadmioc ¥y
reducidas con succinato. c¢) PSM reducidas con 8Buccinato
y tratadas con cadmio. d) PSM en presencia de succinato
¥y malonato. e) PSM incubadas con malonato, tratadas con
cadmioc y reducidas con succinato. f) PSM tratadas con
cadmio e incubadas con Buccinato ¥y malonato. Las
condiciones de incubacién y de mediciédn EFR se detallan
en materiales y mé¢todos.

NO EXCLUSIVIDAD DEL MALONATO Y EL CADMIO. 125 ug de PSM
fueron afadidos a un medio de gpacarosa, como el que sBe
describe en materiales y métodos, que ademis contenia la
concentraciones indicadas de CdClz. Despues de 1 minuto
de incubacian, ase afiadieron lae concentraciones
indicadas de malonato y la reaccidn se 1inicid con 1la
adicisédn de succinato-trig 833 M (pH 7.40) seguida por
la adicién de los colorantes.

EXCLUSIYIDAD DEL OXALACETATO Y EL CADMI O, Lasg
condiciones fueron lazs mismas que laa descritas en 1la
figura 8 con la excepcidn de 1las8 concentraciones de
oxalacetato y cadmio afadidas.
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TABLA X

ACTIVACION DE LA SDE POR CADMIO Y SUCCINATO. 9.36 mg de
proteina de PSM fueron incubades. en un medio que
contenia spacarosa-tris 250 mM, pH 7.4 y oxalacetato 400
H#M. Después de 5 minutos de tiempo de preincubacidn,
4 .68 mg de proteina fueron retiradose afadiéndoseles 100
HM da CdClz. 10 minutos despuds ambas fracciones fueron
centrifugadas. Cada pastilla fue resuspendida y dividida
en tres fracciones como sigue: la primera fraccidén
(control) fue resuspendida en un medio de sacarosa. La
segunda fraccldédn (activadas) fue activada por incubacidén
de las PSM durante 40 minutos a 35° C en un medio de
Bacarosta que ademas contenia foafato 10 mM, succinato
2.5 mM, cianuro t mM y rotencna 8.5 uM. La tercera
fraccidn (EDTA) fue resuspendida en un medioc de Bacarosa
y EDTA 2 mM fue affadido 1 minuto antes de iniciarse el
ensayo. De cada fraccidn se tomaron alicuotas de 125 ug
de proteina para determinar su actividad.

TABLA 1

n mol de DCIP red x mg * x min~*

PREINCUBACIONES . CONTROL ACTIVADAS EDTA
OXALACETATO a1 499 82
OXALACETATO,

SEGUIDO DE

CdClz (10 min) 25 14 417
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10

UNION DEL [2-14Cl-malonato A LAS PSM. Se muestran los=
niveles de [2-14C]-malonato unido de manera especifica a
las PSM expresados como porcentaje, tomando la cantidad
de cpm unidas por 1las particulas control sin cadmio
(3862 % 94.5) como el 100 % ¥y la cantidad de cpm unidas
a las particulas tratadas con oxalacetato 50 uM (1925.25
* 56) como el 0 %, Las condiciones de incubacién =ae
detallan en materiales y métodos.
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