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RESUMEN

En esta tesis se analizd la enzima
deshidrogenasa succinica (succinato: aceptor oxidorre -
ductasa E.C. 1.3.99.1) de vegetales, con respecto a
ciertas caracteristicas generales de la enzima particu-~
lada, 2 los mecanismos que regulan su actividad y a la
sustitucidn de su grupo prostético por andlogos de é1.
Los dos primeros aspectos se estudiaron en mitocondrias
aisladas de dos especies de dicotiledéneas:hBrassica

oleracea L (coliflor) y Phaseolus aureus L variedad

Jumbo (poroto. mung). Bl tercer punto se apalizd en cé-
lulas de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panaderia).
Para determinar la actividad enzima-—
tica de la deshidrogenasa succinica de las mitocondrias
de las dos dicotileddneas, se adoptd el método espectro-
fotométrico del fenacinmetosulfato. El aislamiento y
ruptura sdnica de estas mitocondrias se modificd con el
objeto de lograr un miximo rendimiento y estabilidad de
1la enzima., La deshidrogenasa succinica de ambas especies
vegetales se encuentra principalmente en el estado desac-~
tivado, pero su incubacidén con succinato produce una ac -
tivacidén total de ella. Este proceso de activacidn se
caracteriza por una energia de activacidén de aproximada -

mente 30.000 cal/mol, que es pricticamente la misma que

xvii



la determinada cn tejidos animeles. Al igual que en es -
tos tejidos, la enzima conticenc 1la flavina unids covalen-
L4

tenente (8d-histidilFAD) ¥ ¢l manero de recambio es 19.400

gentes en el gradeo de activacidn de la enzima en mitocon-
drias intactas y sonicadas de celiflcr y poroto mung.

Los resultados obtecnidos indican que la coenzima Qlo, el
IDP, el ITP, cl pH &4cido y ciertos aniones, activan la en-
zima en igual forma que on mitocondrics de mamiferos. Sin
cmbarge, existen diferencias cn ¢l comportanmiento de la cn-
zima en relacidén al ofecto del ATF, ADP, NADH, sustratos

HAD-dependientcs y del 2,4-dinitrofenol. DBn mitocondrios

p,

de mamifercs, el ATP activa la deshidrog genzsa, mientreas
que el ADP no prescenta z2fccto scetivador v 21 efecto del
ATP sc manifiesta sélo cen mitocondrias intactzs. ©=En can-
bio, tanto en nitocondrias intactac comc dafiadas de coli-

flor y poroto mung, tanto el ATP como el ADP activan 1=

)
ey

enzima. En nitocondrias sonicadas, igual qus en par -

ticulas submitocondriales de naniferos, el NADH producc
una activacidén complets de 1o cnzina. Sin embargo, en ni-
tocondrias intactas y sonicadas de coliflor, la activacidn
por HADH es incomplota, asi como 1o cs la activacién por
sustratos llAD-dependicntes y por la combinacidn de dstos

Yy NaADH. A diferencia de lc quaz sucede en mitocondrizs de

maniferos, en mitocondrins deo coliflcr y de poroto nung
la deshidrogenasz succinica no sc desactiva por las condi-

A

ciones oxidativas producidas por =1 desacoplanmiento de 1la

xviii




fosforilacidn oxidativa mediantc el 2,4-dinitrofenol.

La sustitucidn del grupo prostético
de la deshidrogenasa succinica se realizd en levaduras de
la cepa BX 645, una cepz que requiere la presencia de fla-

™

vinas para su crecimiento. ZIEsta propiedad permitid culti-

19

var esta cepz con difercntes =2néloges de riboflavina, tz -~
les cono la 7-netilriboflavina y la O-metilriboflavina y
lograr la incorporacidn de c¢llos 2 la cnzima, dando origen
2 una flavoproteinzs activa. Le identificacidén de la flavi-

11

@
(]

|

zé con la enzima obtenida

na del grupo prostético se r

(¢}

en presencia de 7-metilribcflavina, mediante un procedi -

niento consistente en la soluibilizacidén y purificacidn de

la flzvoproteina, el aislanientc de los péptidos flavini -

|

cos resultantes de lz digestidn procteolitica de ella y la

ruptura del enlace covalente flavina-proteina. La flavina

{ \)

libre sesultante de sste tratamicnto fue la 7-metilribo -
v 1a

ey

flavina. Esto denuestr sustitucidén total de la ribo-
flavina por el andloge en el grupo prostético de la enzi-

ma.




ABSTRACT

Plant succinate dehydrogenase (succi-
nate: acceptor oxidoreductese Z.C. 1.3.99.1) was studied
in relation to the general characteristics of the parti -
culated form of the enzyme, the mechanisms that regulate
its activity and the substitution of its prosthetic group.
The first two aspects were investigated in mitoghondria

isolated from two plant species: Srassica oleracea L
P :

(cauliflower) and Phassolus zureus L variaty Jumbo (mung

bean). The third noint was znal zed in Saccharomyces
2

cerevigiae (baker's yeast).

The determination of the enzymatic
activity of succinate dehydrogenase in mitochondria from

both higher plant species, was performed by 2an adaptation

O

£ the spectrophotometric phenazine methosulfate assay.

Procedures in the literature for isolation and sonic

disruption of mitochondriz from “hese sources were modified

to assure maximal yicld and stabilid £
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the enzyme.
Succinate dehydrogenzse in rmung bean and cauliflower
mitochondria exists meinly in o deactivated state but
incubation of it with succinszte leads to its full ac -
tivation. The emergy of activation for the conversicn

of the dsactivated to activased form of the enzyme under

the influence of substrate is abous 30,000 cal/rmol. As

XX




in animal tissues, the enzyme appears tc contain covalently
bound flavin (8o -histidylFAD) and the turnover number is
19,400 e wb pH 7,5 and 38°,

The cffcet of various agents on the
activation of succinate dechydrogenase in cauliflower and
mung bean mitochondria and in sconicated particles was inves-

tigated. Reduced coenzyme IDP, ITP, acid pH and anions

10°
activate the plant enzyme in the sszme manner as in mamma-
lian mitochondria., Significant differences were detected
in the behavicr of plant and 2nimal preparations in the
effects of ATP, ADP, NADH, 1IAD-linked substrated and of
2,4~dinitrophenol. In mammalian nitochondria ATP activa-
tes the enzyme, whereas ADP does not, and the ATP effect
is shown only in intact mitochondriz. In mung bean and
cauliflower mitochondria, &5 in sonicated and frozen-
thawed preparations, both ATP and ADP activate the enzyme.
In sonicated nmung bean mitochiondria UADH causes complets
activation, as in memmalian subnitochondrial particles,

but in intact and in sonicated cauliflower nitochondria,
activaticon by WADH is incomplete. NMoreoever, neither AD-
linked substrates nor = combination of these with NADH can
fully activate the enzyue ir cauliflower nitochondria. In
contrast to mammalian mitochondrisz, succinate dehydrogenase
is not deactivated in cauliflower or mung bean nitochondria
under the oxidized conditions brought about by uncoupling

of oxidative phosphorylation by 2,4-dinitrophenol.




The substitution of the prosthetic
group of succinate dehydrogenase was performed in the
yeast mutant HK 645, a riboflavinless nmutant, This
charactéristics allowed the growth of the mutant in the
presence of different riboflavin analogs, such as 7-
methylriboflevin znd 8-methylriboflavin and the incor -
poration of them intoc the enzyne, giving risc to an active
succinate dehydrogenase. The identification of the flavin
which form part of the prosthetic group of the enzyme
cbtained in the presence of 7-niethylriboflavin was achieved
by a procedure involving solubilization and purification
of the flavoprotein, isolation of the flavin peptides
resulting from the sroteolytic digestion of it and
cleavage of the covalent flavin-protein bond. The free
flavin resulting from such treatment was 7-nmethylriboflavin.
These data are consistent with 2 complete substitution of
the anszlog for riboflavin in the prosthetic group of the

enzyme.




INTRODUCCIOH

I PRESEHNTACION DEL PROBLEMA

4 pesar de que hace muchos afios se
aislaron y caracterizaron lss flavoproteinas mids impor-
tantes de la cadena respiratoria de mitocondrizs de ma-
miferos, sélo recientemente ha comenzado la caracteriza-~
cién de las flavoproteinas de mitocondrias de vegetales
superiores (1). Hasta la fecha sélo se ha publicado un
intento de purificacidén de una de estas flavoproteinas,

la deshidrogenasa succinicaz de Phaseolus vulgaria L (2).

Este atrasc puede atribuirse en gran parte a problemas
relacionados con la preparacidn de mitocondrias de vege-
tales superiores, debido a 13 presencia en las células
vegetales de una pared celular muy resistente ¥y de gran-
des vacuolas acidicas, asi como 2 su bajo contenido de
mitocondrias. Todos estos factores complican enormemen-
te el procedimiento preparativo, ya que se requieren
grandes cantidades de material vegetal y de medio de ais-
lamiento, ademis de un large periodo de preparacidn.

Una de las flavoproteinas mids estu -
diadas y mejor caracterizada es la deshidrogenasa succi-
nica de mamiferos y otras espsecies no vegetales. Se tra-

ta de una flavoenzima cuyas propiedades reflejan las




necesidades metabllicas de la célula (3). En células aerd-
bicas, esta enzima estd disefiada para favorecer la oxida -
cién de succinato a fumarato, con lz concomitante conserva-
cién de la energia. 3Zsta enzima acrdbica es regulable
(4-6), siempre se encuentra unida a membranas (3), ¥y en to-
dos los casos estudiados conticne FAD unido covalentemente
a2 un residuc de histidina de la apoproteina (7-12). En cé-
lulas amaerdbicas, en cambio, donde el fumarato generalmen-
te actia como un oxidante terminal rcemplazando al oxigeno,
el proceso favorecido por la accidn enzimitica es la reduc-
cidén de fumarato a succinato, proporcicnando de esta manera
un mecanismo para la reoxidacidén del NADH generado en la
glicblisis o fermentacidn (3). Za la enzima anaerdébica,

el FAD estéd unido no wovalentemente 2 la apoproteina y la
enzima, al parecer, nc estaria somctida a2l mismo tipo de
regulacidn que afocta a la enzima de organismos acrdbicos
(13, 14). Por dltimo, en organismos znaecrdbicos facultati-
vos, a2l parecer existirian ambos tipos de enzima (15).

Z1l objetivo de esta tesis fue analizar
la enzima deshidrogenasa succinica (succinato: aceptor
oxidorreductasa £.C. 1.3.99.1) en vegetales, poniendo espe-
cial énfasis en las propicdades y caracteristicas generales
de la enzima particulada, =2n los mecanismos de regulacidén
de su actividad y en lz sustitucidén de su grupo prostético

por anilogos de &1.




Los des primeros puntos riencioncdos
anteriornente, ge estudiasron er nitocorndrias y particulas
2

subnitocondriales aisladas dc dos especies de dicotiledfpengs

coliflor (Brassica olerazcez L) y poroto nung (Phaseolus

. 2 s ) ™

aireus L variedad Jumoo). ELl punto restante, vale decir
i ]

r

el reemplazo del grupo prostético de 1la flavoproteina por
anilogos de 481, se realizd cn un vegetal unicelular, 1z

levadura (Saccharomxcos cerevisiac), debido = que consti -

tiye un sistena cxperimentsl ~meho mis scncillo que las

dicotileddnecs para llevar cabo un estudio de esz natu -
P

¥ ]

raleza, ya que en general on orgezniszos pluricelulares, los
procesos biosintéticos son lentos, cdependientes del funcio-

naniento de los tejidos, érgencs y sistenas que forman

»

dichc organismo y estin sometidos = miltiples mecanisnos

de regulacidn, mucho de loc cusles pucden escapar 2 un con-

P

trol experincnta 1, por muy rigurocsc cuec désta sza,
P & 3

Se =2ligidé 1z Zeshidrogenass a succinica,

dada la reconocids importsnciz de apta $lovoproteina en 1a
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suninistro ds s CO0 se¢ menciond anterior -

nente, lao ueshl-r ogenasc succinica de mzmifercs esti bas -
tante bien caracterizad €z, 1o cual pernite establecer una
comparacién entre las especicze molsculares presentes en
orgenismos aerébicos tan separados evolutivancente como los
naniferos y las dicotiledéresas S5, en cuznto = sus propiecades

taliticas gencrales Yy & los necanismos que opecran en la




regulacién de su zectividad., Por dltiro, la sustitucidén
del grupo prostético de la deshidrogenasa succinicaz por
andlogos de él pernite anclizar sistendticamente el me -
canisno da catdlisis de estz enzitia, ya que es posible
ocbtener distintas essccies de esta Zlavopreteina, cada
una de ellas con nodificaciones bien deterninadas y en
posiciones claves del residuc de flavina.

21 degzarrocllo higstdrico de ruesiro
conocinientec acerca de esta flavoenzina, los materiales
y nétodos experinentaies enplcados en la realizacidn de
estoc estudio, los rosulbados obtenidos y su significacidn

8¢ presentan ex las pfginas siguientes.




IXI REVISION HISTORICA

La deshidrogenasa sucecinica, la en-
zina que cataliza la oxidacién reversible de sucecinato a

fumarato de acuerdo 2 la ccuacidn,

- - — g - + -—
OOC—CHZ—CHZ-COO ——— 00C-~CH=CH-C0O0 + 2 H + 2

fue descubierta en 1909 por T. Thunberg (16), en el cur-
so de la buisqueda de compuestos capaces de ser deshidro-
genados por preparaciones cclulares en presencia de azul
de metileno. Los roultados de Thumberg fueron corrobo -
rados un afio mds tarde por observaciones iddependientes
de Batelli y Stern (17).

La impertancia metabdlica de la des-
hidrogenasa succinica en relecidn 2 su participacidn en
la oxidacidn terminel de hidratos de carbero, lipidos y
animodcidos, sélo fue reconocida después de la publica -
cidn de los experinentoé de Szent-Gjorgyi, referentes al
rol catalitico de los Acidos dicarboxilicos de cuatro
dtomos de carbono en la respiracidm celular (18).

Muchos ce los estudios que han servido
para forjar el concciniento zctuzl de las propiedades y
necanisnos de accidn de esta enzinz se lograron con pre -
paraciones enzindvicas de composicidn muy compleja Yy em -
pleando nmétodos indirectos dec emsayo. BIEntre estos estu -

dios piocneros cabe mencionar los iguicentes:

(5]




a) Bl descubrimiento por Juzstel y col. (19 - 21) de 1a
inhibicidn competitive de 1o enzinc ner nzlonato. Esta
inhibicidn ha sido de extrazordinario valor en el estudioc
de 1las oxidacioncs bioclégicas, llegando a2 ser catalogada
por Kreba (22) como una inhibicidn ideal para estudios

de metabolismo internsdiaric.
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inportanciz an la regulacidr de la actividad de esta des-
hidrogenasa.
¢) Experimentos de Hopliineg y col. (24, 25) que en 1538
revelaron la presenciz de upos SH cea lz deshidrogenasa
succinica y la proteccidn por sustratos e inhibidores
competitivos de la inactivneidn oroducida por agentes
que modifican estos residuos. Zstos fueron los prinercs
estudios publicados acerca do 1o proteccidn de una en -
zima por su sustrato,

21 conocinmiento de las caracteristi -

cas principales del sistemz de transporte de electrones,

por nmedio del cuzl se realizz 12 oxidaeidn in vivo de
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nato a fumarate sc ofcctiz = travéds del citocroric ¢ y 1la
citocromooxidasa, Ademds, cozncluyeron gue, incluso cn

preparaciones de caricter particulade, libres de élulas,

C
(i}

esta cadenz de enzimas acbila como un sistena organizado,
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de acuerdo a la fuente de enzima, grado de pureza de la
misma y naturaleza de las proteinas contaminantes (39 -
41).

La primera solubilizacidén de la des-
hidrogenasa succinica, aungue con un rendimiento mmy hajo,
fue lograda por Hogeboom (42) en 1946, quien extrajo 1a
enzima a partir de un polvo acetdnico de mitocondrias de
higado de mamiferc.. Algunos afios mds tarde, Morton (43)
logrd una extraccidén mis completa de la enzima mediante
el tratamiento de "preparaciones de Keilin-Hartree'! de
misculo cardiaco con n-butanol,

El descubrimiento de métodos satis -
factorios para la solubilizacidén y emnsayo de la deshidro~
genasa succinica fue un hecho fortuito. En efecto, Sin -
ger y Kearney (44,45), estudiando el metabolismo de L-cis
teinil sulfinato en mitocondrias de mamiferos y en Proteus
vulgaris, encontraron que preparaciones solubles de esas
fuentes, a2l ser suplementadas con fenacinmetasulfato, ca-
talizaban la oxidacidn de este aminodcido, acoplado a la
de un sustrato de estructura desconocida, dando como pro-
ductos piruvato, aspartato y sulfito o sulfate. El sus -~
trato desconocido fue aislado de extractos de levadura - e
identificado como dcido succinico (44). Estos autores
comprobaron, ademis, que en presencia de fenacinmetosul -
fato, no asi en presencia de azul de metileno, los extrac-
tos solubles catalizaban la oxidacidn, en una etapa; de

succinato a fumarato. A partir de estos resultados,




Singer y NMearney (44, 45) concluyeron que los extractos
contenian deshidrogenasa succinica y qus el fenacinmeto-
sulfato, perc no el azul de metilsno, era capzz de actuar
como acepitor de zlectrones de la enzima soluble.

Bl zislanmi=snto y purificacién de 1la
deshidrogenzss succinicz <z mitocondria de corazdén de bo-
vino se logrd en 1654 (46), mediante un procedimiento
consistente en la extraccidén 2lcalina de polvos aceténi -
cos de mitocondrias, varizs praecipitaciones con sulfat
de amonio, adsorcidén en geles de
tracentrifugacidén diferencizl, BEste procedimiento sz mo-

ificé posteriormente, incluydndosec dos etapas de purifi-
cacidn mediante sulfato de protamina, lo cual permitid
obtener preparacicnes pricticamente hOmogéneas, de acuer-
do a criterics clectreforéiicos y ultracentrifugacidn
(7, 47).

Zn 1955, Jang y col. (48) describie -
ron el aislamizsnto de uns preparacidén enzimitica altamen-
te purificada, a partir de pariiculas del tipo Xeilin -
Hartrce obtenidas de corozdn de cerdo. Bl método emplea-
do por estos autocres comsistié en una combinacidn del mé-
todo de extraccidn con n-butzonol descrito por Morton (43)
¥y una adaptacidén del método de purificacidn de Singer y

Xearney (Aé), dando comc resultado preparaciones parcial-
mente inactivas debidc, probablemente, a las muchas mani-

uc

0]

pulaciones = las e somete la enzima durante el proce-

)

il

so de purificac stos mftcdos de purificacidén fuercn

»
én
modificados por Bernath y Singer (49), quicnes disefiaron
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un método répido y muchc nfs conveniente, gue evita la
inactivacidn de la enzima v da como resultado una prz -
paracidn con un adecuzade grzdo de purcza.

zacidn y purificacidn dz ssb- £lzvoproteina fue descri-
to en 1671 por Davis y
te en la extraccidn de particulsase succinato-coenzima 2
reductasa (complejo II) con un agente caotrdpico (NaClOA),

v

seguido de fraccionamisnto con (I1H,)_S0,. La enzima ob-

do a varios criterics, tienc uz peso molecular aproxima -

do de 100.000 y estd fornada por dos subunidades cuyos

pesos mcleculares sor iguzlss 2 70.000 y 27.000.

Lz primera indicacidén acerca de lz

©

participacidén de flzvinas en 1:- zetividad de 12 deshidro-
genasa succinicz se debz 2 LAxelrod v colaboradores (51).
Bstos autores comprobaron quc existis una relacidn entre
la deficiencia en riboflzvins de diversos tejidos y 1la
disminucién en la actividad do lz deshidrogenasa succini-
ca de 8808 mismos tejidos. Afos mfs tarde, Green y col.
(33) observaron que on preparsciones de cadena respirato-
ria, s6lo una parte del contenide de Fflavinas se liberaba
en forma soluble despudés de un trztemicnto con &cido, mien-
vras que el resto de log flavinns sélo ge liberaba después
de una digestidn proteclitica de dichas preparaciones.
Rearney (52, 53) y Wang (48) domostrzron independientemen-

te que la flavina inscluble zn fcido correspondia a la fla-

vina de la deshidrogentsa succinice y los productos de 1a

’
~

digestién proteolitica, a péptidos flavinicos 2 ps=

i}

rtir de
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las cuales se purificd un hexapéptido que contenia la fla -
vina (FAD) unida covalentemente (52).
La estructura del grupo prostético de

la deshidrogenasa succinica sdlc se resolvié en 1069 cuan -

)
siduo flavinico se une az la cadena peptidica mediante el
grupo metilo de la posicidn 8c(d~l micleo isoaloxazinico.
Poco después de demostrd cue la flavina se esncuentra unida
al nitrdgeno de la posicidén 3 de un residuo de histidina de
1z apoproteina (12, 55) y se determiné, ademis, la secuen-
cia de aminoicicdos alrededor de este residuo (56).

Los otros componentes no proteicos de
la deshidrogenasa succinica, hierro no heminico y azufre
14bil, se descubrieron 2 mediados de la década de 1950, en
el curso del aislamiento de esta flavoprotefna (33,57,58).

preparaciones particuladas de

0

Se hz comprobado que, tant
la enzima (complejo II)(59), como la enzima soluble y ho -
mogénea preparadas por Davis y Hatefi (50), contienen 8 & -
tomos gramo de hierro no heminico y azufre 14bil por mol

de flavina unida covalentements. Beinert y Sands (60,61),
mediante el uso de EPR (resonancia =zlectrénica paramagné -
tica), comprobaron que los residuos de hierro-zazufre de la

deshidrogenasa succinica presentan seflales caracteristicas,

]
M

que al igual que las de lz flavina, aparecen 2l reducir la
enzima con sustratos, hidrosulfito u otro agente reductor
artificial, lediante la misma metddica experimental se

comprobd que, durante lz catfilisis enzimitica, la reduc -

¢cidn de los residuos dz hierro-azufrz no se produce en
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forma simultdnea con la reduccidn de la flavina. Sin em -
barge, todavia no se szbe la cantidad de residuos de hie -
rro-azufre que participan en el transporte de electrones,
del total de ocho (62, £3).

Una de las caracteristicas bisicas de
la deshidrogenasa succinica de células aerdbicas es la re-
gulacién de su actividad enzimdtica. Este fendmeno ha si-
do demostrado tanto en przparacioncs solubles y altamente
purificadas de la cnzima, como cn mitocondrias y particu -
las submitocondrizles de variados tejidos (64 - 67). Las
primeras investigaciones cn este tema datan de 1955, En
ese aflo, Kearney y col.(68) publicaron resultados qus in -
dicaban gue preparacionss purificadas Yy solubles de la en-
zima eran activadas por el idén fosfato. Dos afios mis tar-
de se postuld que estec tipo de activacidn se debia, pro -
bablemente, a una interaccidén del Fosfato con el sitio de
unidén del sustrato, ya que tanto los sustratos como leos in-
hibidores competitivos de la dsshidrogenasaz eran también
capaces de activarla (64). Zstec proceso de activacidn de
la deshidrogenasa succinica sc caracteriza por una cnergia
de activacién muy alta (33.000-35.000 cal/mol) y un gran
cambio de entropfa, lo gue sugierz lz produccidn de un cam
bio conformacional que tendriz como consescuenciz la conver
sién de la enzima de una forma inactiva (o de baja activi-
dad) a una de alta actividad (64, 65). La reversibilidad
de cste proceso fue democstrada por Fimura y col. (69), al
comprobar qus la eliminacidn del agente activante so tradu
cia en el retorno de la onzima 2l estado inactivo,

La significacidén regulatoria de los

.

procesos de activacidn de =stz flavoenzima se aclard mucho
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nds tardes, cuando se descubrid gue ademds del sustrato, un

” . o . 4 ¥ - - . - N . # N . .
numero importante de sustancise de significacidn f£isioldgi-

a2y, tales como la coenzima 3 reducida y el ATP, también po-
dian zctivar o 1lz 2nzina y cue nientras la concentracidn

de succinato se mantiene 2proximcdamente constante en los
diversos estados metabdlicos de la mitocondriz, la concen -

R~

rnodifica marcadamente. En con-

(&)

tracidén de Col, K, v ATP s

102
secuenciz, en condiciones fisiclégicas, la activacidn de 1z
enzimz pueds considerarsc como un importante mecanismo de
control (5, 6, 65, 70, 71),

—_— .

Debido a la importancia de este tema y

.| i

al hecho de comstituir parte importante de esta tesis, es

conveniente analizar on forma sep-oreda y en mayor detalle

los aspectos més salienies Ze 12 regulscidn de esta enzima,
Adends dz 1z activacidn peor sustrato,

las preparaciones particuladas de deshidrogenasa succinica

son activadas tambidn por © por cualdquier sustrato

al ' h ¢
o H
YT*1072
capaz de rzducir la Zof, . enddgena (tales como NADH, -gii-

10
cerofosfato y sustratos A lientes) (6, 65). Este
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tipo de activacidn se monifiesta tzmbiédn en mitocondrias
intactas, al varicr lz rozdn de oxidoreduceidn Coglo/
Cleoﬂz de acuerdo 2l zstado netabllice de la mitocondria.
Asi, por ejenplo, sec hz comprobado zus esta razdn zumenta
marcadamente =1 producirsz la “ransicidn desde el estado
4 21 estado 3 (72). D=2 acuerdo con &sto, la actividad de
la deshidrogenaszs suceinica es 2ltz en el estado 4, dis -
minuyendo 2 nedida que sz produce 1o transicidén hasta el
estado 3, de modo gue cuandc la mitocondriz alcanza este

dltimo estade, la enzima sc 2ncuenira en su forna
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inactiva. Un efecto sin
usc de desacoplantes (6), ya que producen una rédpida oxi-
dacién: de 1la Col. H_ er nitocondrizs firmemente acopladas

10 2
(72).

la enzinma, restringido a mitocondrias intactas, es 1z ac -
tivacidn por ATP (). 3Zsis fendmenc ss produce 2 concen -
traciones de ATP tan bajas cono 5 M7 7y no es mediado por

osforilacidn, yz que os resistente 2 cligo-

n

el sistemz de
micina y 2,4-dinitroferol,

demis de los tres tipos de activacidn
mencionados, tonto en particulsos submitocondriales cono
en preparaciones solubles alt-mento purificadas, el IDP
y 2l ITP, pero no ura serie de ctros nucledtidos ensa -

yades, incluyendo AMP ciclico, son capaces de producir 1la

x

activaecidn de la =2nzina (4, 65). Por dltimo, ciertos o -
niones inorginicos, t-lcs como Br » 1, C10, , SO0, , =te.,

a2 cconcentraciones rel-tivanmcnte zltas, también pueden ac -
tivaer 1z enzina (73, 72).

La activacidn por aniones inorganicos,
a pesar de no tener muchs significacidn figioldgica, ha

sido de gran utilidad para aznolizcr 1a participacidn del

cxaloacetato en los procesce de activacidn~desactivacidn
que reguian la actividad de 1a deshidrogenasa succinica.
3¢ ha encontrade que “nnto preparaciones sclubles como

particuladas de la cnzime con“icren oxaloacetato firme -
mente ligado 2 1a forma desactivads de 1a enzima, La
) 4

estequiometria de esta unidn varia do secuerdo 2 la na -

tica y 28 asi comc en
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preparaciones parviculndos de 1z deshidrogenasa, el oxalo-
cetate ligado se cncucnirs cn unz rozdn equimolar con 1la
flavina unida covalentementsz, mientrass que en preparacio -
nes solubles la razdn es 1:2 con respscto a la flavina de
la enzima. Las preparacionss tobalmente activadsas de 1a
deshidrogenasa succinics no contiznzn oxaloacetato (TR w
76). A pesar de cue 1las cnerpgiss de activacidn para los
procesos de activacidn de 12 enzinz v liberacidn del oxa -

dc sen igunles, las velocidades de activa -

[

[...

cacetato 1li

0

iy

T
cidén y disceioccidn son marcadancnitc difcrentes, lo que
r

sugicre que la activacidn no os sélo una consccucncia de
la disociacidn del oxaloacciszto, sino que zmbos Zendmenos

' - ~ ., -~ .
serian consecuenciz del cambic de conformacidn sufrido
por la deshidrogenasa al nasar desde la forma desactivada
a la activada (77). BEsta interpretzcidn se zpoyada por

la enzima Sotalmente activada, libre de oxa -

o
=
=2
(6]
Q
by
0
Ke!
f=
[0}

loacetate, pucde ser desactivada a pH zlcalina y recacti - -
vada a pH neutre, de modo que no todos los mecanismos de

activacidn de esta flavocnzima implicarisn disociacidn del




MATERIALIS Y METCDOS

1. MATERIALES

A. REBACTIVOS

La oligcmicina y los Acidos N-2-hidro-
xietilpiperazina-lt-2-ctancsulfdnico, 2(i-morfolinc)etano-
sulfénico, L(-)mélico, oxaloacdtico y pirdvico, se adqui -
rieron en Calbiochem; la antimicine A, en Xyowa Fermentation
Ind. Co., Tokio, Jopdn; ATP, ADP, ITP e IDP, fueron pro -
ductos de Pabst Laboratories; boctopeptona, bactotriptona
y extractos de levadura, se adguirieron en Difco Laborato-
ries; la riboflavina, dz lerc: and Co. Inc.; el 2-tenocil -
trifluorcacetona, de Columbin Orgznic Chemicals; el 7-
etil-8-metil-10-(11'-D-ribitil)iso=loxazina y 7-metil-8-
etil-lom(l'—D-rihitil)isoaloxazinal, fuercn una donacidn
del Dr. Jcha P. Lambooy, dc la Universidad de Maryland.
Todos los otros reactivos bioguimicos empleados en la rea-

2 1

lizacidn de estz tesis “usroa producvos de Sigma Chem. Co.

L

3Jstos dos compuestos serdn denoninados: 7-metilribofla -

vina y 8-metilriboflavin: respectivaomente.

16
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B. PROTEIIIAS

La alimina de sucro de bovino, la nu-
cleétido pirofosfatasz y ¢l sulfzso de protamina, se ad -
quirieron cn Sigma Chemicnl Co., La deshidrogenasa mlica
se obtuvo de Miles-Scravéc, nizsntras qus la tripsina y la

uimotripsinn, de Worthington 3Biochemical Corporation.
;] o

C. MICROORGAIIDIIOS

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae

que se cmplearcn fueron lag siguientes: &) cepz Red Star,

evadura comercial de panaderdis, donads por Universal Food,

O
y

akland, Coliforniz; y b) cepa HX 645, mutante deficiente
en la sintesis de riboflavina (79), obsequiada por el
Prof. Dr, F. Lingens, dc la Universidad de Hohenheir,

.

Stuttgart, Alemania. La cepn 02 de Azotcbacter vinelandii

que se empled,fue gentilments donada por el Prof. Dr. D.

Yoch, de la Universidad de Zolifornia, Berkeley.

D. MATERIAL CROMATOGRAFIC

Las placas Ze celulosa para cronato -
ALL A A Ay e e e i e T e ~ b S5 - -
graria en capz celgaca se adguiricren en Fastman Xod L3
Sephadex G-50 y G~200 de Phormocis Fine Chemicals; DEAZR -

cclulosa microgranular (D3-52) y florisil fueron produc -




18

II. IMETODOS

A. AISLAMIENTC DB MITOCOIDRIAS

1. Mitocondrias ¢z coliflicr

Las nitocondrias de coliflor (Brassic
oleracea L) sc prepararcon Jdz scuerde =l siguiente procedi-
mientec, basado om 21 mdtede descrito por Lance (80). La
capa supcrficial (3 & 4 mm) e lae inflorcscencias de 4 a

-

6 coliflores, se homogeneizd durante 1 minuto enm un homo -
geneizador Waring Blendor, nantenido z 60 voltios mediante
un regulador externo de veltnje, =2n un medio (300 ml/

200 g de peso lhtnedo) compussto por amomtiguador HEPRES

0,2 ¥, sncarosa 0,5 12, 3DTA 1 m, albdminz de suero de bo-
vino 0,75 mg/ml y cisteinz 4 mi’; el pH de estn solucidn

se ajustd a 7,5 a 20°. 31 homogencizado se £iltrd a tra -
tracto se centrifugd durante
15 min a2 1.000 g, con el objzto de eliminar los restos ce-

lulares. Z1 sobrencdante sc centrifugd a2 20,000 g duran -

te 20 min y el sedimento mitcecondrinl resultante se lavd
por resuspensidn, cn un medic (30 ml/200 g de peso hdmedo

ido vegetal) do composicidén similar al descrito mis

<

J
8, pero que nco conternia cisteina. La suspensidn mi -
2

0.000

)
e
o)
=]
ok
@
[n*]
(=]
)
.
s]

wd
[
ot

sedimento resultante sz resuspendid zn 2 ml (por cada 200
g€ de material de partida) Jde una solucida compuesta dz ma-

nitel 0,3 I y cisteina 1 wif, 2l 7,5. La inelusidn de cis-

teina en esta ctapa cs =sencigl para preservar la activi -
dad de la deshidrogenass succinica. Todas las
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operaciones descritas sc realizaron entre 0 y 4°.

Las coliflores se obtuvieron en mer -
cados locales (San Francisco, California), tan frescas
como fue posible y se usaron dentro de las 24 horas. Se
comprobd que las coliflores obtenidas durante los meses
de verano prossntaban bajz actividad de 1a deshidrogena -
sa succinica y que la enzimz de tal material era diffcil
de desactivar. Por estas razones, todo el trabajc que se

presenta cn csta tesis fuz rezlizado con coliflores obte-

nidas durante 2l periodo fric del afioc.

Bl cultivo y la cosecha de los brotes

de poroto mung (Phascsolus curcus L variedad Jumbo asi
o 2

come el aislamiento de las mitccondrias, se rcalizd de a-
cuerdo a lcs procedimientes descritos por Ikuma y Bonner

(81).

B. CCNTRCL DE LA CALIDAD DZ LAS PREPARACIONES MITOCON -
DRTALES

La calidad de las mitocondrias obte -
nidas de ambas cspecics vegetales se controld mediante la
determinacidén de los cuocicntes de fosforilecidn y de con-
trel respiratorio, en presenciz de diversos sustratos.
Para las mitocondrizs de porcto mung se obtuve valores po-
ra el cuociente de control respiratorio entre 35y 4,0,
entre 4,5y 5,2 y entre 3,4 y 4,0 , 21 emplear succinato,

nalato y NADH respectivamente como sustratos. En el caso
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ol g

flor, loe resultados fueron nis

6]
6
Q
0
'_l
1.,!

de las mitocondria
variables, obtenidndoss con succinato como sustrato, valo-
res del cuociente del control respiratoriﬁ\entre 1,95 y

3,2 , los cuales concucrdnn con los valores obtenidos por

Lance (80).
C. SONICACION DE LAS MITCCONDRILS

Las mitocondrias se sconicaron por dos
periodos de 15 scg cada uno, mediznte un sonicador Bran -
son modelo S 75, 2 5 amperes, utilizondo un micreoaplica -
dor de sonido. La temperatura de la suspensidn mitocon -
drial se mantuvo a 3° durants la sonicacidn, mediante un

7

¢l c=z2so de las mitocondrias de

L3
)
:

bafic de hielo con szl.
coliflor, la suspensidn mitocondrizl se diluyd antes de
la sonic2cidn con dos voldmeres do unc solucidn que con .-
tenia manitel 0,3 M y cisteinz 1 miI, pH 7,5, para dar u -
na concentracidén de proteinas entre 8 y 10 mg/ml, Las
mitocondrias dz poroto mung se diluyeron con dos volime -
nes de una sclucidén compuesta por: manitol 0,3 M, EDTA
0,1 M y sercalbimina de bovino 21 0,1% (p/v). Bl pH de
la suspensidén mitocondrial se ajusté a 7,2 a 0°, La con-
centracidn de proteinas fue aproximadamente igual 2 6 ng/

mi,

D. CULTIVOS DE CELULAS DE LEVADURA

1

Los cultivos acrdbicos, en gran esca-

la, de las células de levadura, se realizaron en un
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fermentador New Brunswick modelo 614, equipado con 6 incu-
badoras cilindricas con capacidad para 12,5 litros cada
una. La incubacidén se efectud bajo aireacidén forzada (12
litros de aire/min), a una temperatura de 30° Yy con agita-
cién constante (400 rpm). Para experimentos en pequefia
escala, el cultivo de las levaduras se realizd en matraces
Erlenmeyer, utilizando 1 2 2 litros de medio de cultivo.
El medio de cultivo empleado contenia; extracto de levadu-
ra al 1% (p/v), bactopeptona al 1% (p/v), glucosa al 0,8%
(p/v), (HH4)2804 al 0,12% (p/v), KH, PO, al 1% (p/v) v ri -
boflavina o compuestos andlogos, segin se describe para
cada experimento en particular en RESULTADOS. La forma -
cibén de espuma durante la incubacidn se evitd mediante la
adicién al medio de cultivo de silicona SAG 471 (Unidn
Carbide).

Les cultives anaerdbicos de levaduras
se realizaron haciendo burbujear Nz durante la incubacién
en un medioc de cultivo de igual composicidn al descrito
para el crecimiento aerdbico, pero suplementado con 20
mg/litro de ergosterol (disuelto en § ml de Tween 80 y 5
ml dé.etanol).

El crecimiento de los cultivos se ini-
cié mediante la adicidn de un volumen de un indculo equi -

valente al 5% del volumen del medio de cultivo.
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E. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO LIBRES DE RTIBOFLAVINA

En experimentos en los que se reempla-
zé la riboflavina por otra flavina, para promover el cre -
cimiento de la cepa mutante, fue necesario eliminar la ri-
boflavina presente en =1 extracto de levadura utilizado en
la preparacidén del medio de cultive. BE1 procedimiento se-
guido con este objeto fue el siguiente: 500 g de extracto
de levadura se suspendieron en agua destilada (volumen fi-
nal igual a 1 litro) v se someticron a tres extracciones
con 2 litros de alcohol bzncflico cada vez. La separacidn
de las fases despuds de cada sxtraccidn se logré mediante
centrifugacién a 2.000 g por 10 min, a temperatura ambien-
te. Con el objeto de eliminar las trazas de alcohol ban -
cilico, la fase acuosa resultante de la dltima extracecidén
fue 2 su vez extraida con 2 litros de cloroformoc, el cual
se elimind de la fase acuosz resultante de este tratamien-
to mediante evaporacidn a temperatura ambiente, bajo una
corriente de NZ. Cuando cste extracto de levadura, libre
de riboflavina, se emplad en un medio de cultivo, se su -

plementd con 1 mg/l de biotina.

F. OBTENCION DE LAS LEVADURAS

Las levaduras se colectaron al comien-
zo de la fasz estacionaria, mediante centrifugacidn a
2.000 g por 3 min, 2 3° y se lavaron 4 veces con 15 vold =
menes de agua destilada helada. Con el objeto de obtener

una masa comprimida de células, la centrifugacidn del
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dltimo lavado se realizé a 10.000 g por 20 min, o bien,
las levaduras se colectaron por filtracidn al vacio, en
embudo Buchner, utilizando papel Whatman N° 1 como medio

de filtracidn,

G. AISLAMIENTO DE PARTICULA3 SUBMITOCONDRIALES DE LEVA -
DURA

Para los experimentos en pequefia es -
cala (2g a 10g de pcso hinedo dec levadura), las particu -
l2s submitocondriales sc aislaron empleando un agitador
de Nossal, de acuerdo a la técnica descrita por Hebb y col.
(82), o bien, mediante la técnica descrita por Cobley y

col. para la preparacidén ds 2TPc de Candida utilis (83).

Para los experimentos en gran cscala (1 kg o mds de peso
himedo de levadura), las particulas submitocondriales sc

aislaron de acuerdo al método deserito por Mahler y col,

(84).

H. CULTIVOS DE AZOTOBACTER VINELANDII

Los cultivos en medio liquido de

Azotobacter vinclandii cens OF se mantuvieron, crecieron

¥ cosecharon de acuerde 21 mdtodo descrito por Bulen (85),
salvo cue la incubacidn, la aircacidn forzada Yy la agita -
cién se realizaren en ur Sarmentador New Brunswick modelo
614, en las mismas condiciones descritas para los cultivos
aerdbicos y en gran cescala d= levaduras., Esta modificacidn

al método dec Bulcn (85) permite una mayor aireacidn del
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cultivo y, por lo tanto, un mejor suministro de nitrégeno,

con lo cual aumenta =21 crecimiento bacteriano.

I. AISLAMIENTO DE LA FLAVODOZINA DE AZOTOBACTER

Para la purificacidén de la flavodoxi -

na de Azotobactcer (conocida tambidn como 1la flavoproteina

de Shetna), las células se rompieron de acuerdo al proce -
dimiento siguiente: la masa himeda de células (150 g) se
suspendid en 600 ml de amortiguador fosfato de potasio

25 mM, pH 7,0 y se sometid 2 sonicacidn con un rompedor
celular ultrasdénico Sonifier, modeclo W 185 de Heat Systems-
Ultrasonic, a 80 watt dec potenciz y usando voldmenes de

la suspensidén bacterizma no mayores a 45 ml. La sonica -
cidn se realizé por 2 periodos de 1,5 min y por 1 periodo
de 1 min, manteniéndosz la temperatura de la suspensidn a
3° mediante enfriamiento externo dz la muestra en un bafio
de hielo con sal., E1 porcentaje de ruptura celular, de -
terminado por conteo de células bajc microscopio, fue de
aproximadamente un 85%.

A partir de cstos extractos celulares,
la flavodoxina se purificé siguiendo cl procedimiento des-
crito por Hinkson y Bulen (86). Las propiedades espectra-
les de la flavoproteina purificada, tanto en su forma oxi-
dada como semiquindnica, fucron idénticas 2 las descritas

por cstos autcras (8%5).
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J. OBTERCION DE LA APOFLAVODOXINA

La disociacidén dcl FMN de 1a flavodoxi-
na se logrd mediante el tratamicento de 1la holoproteina con
4cido tricloroacético, de acuerdo al procedimiento descrito
por Edmondson y Tollin (87): La concentracién de la apo -
flavodoxina se determiné por absorbancia a 280 nm, utili -
zando ¢l coeficiente de extinecidn nmolar de 3:2 % 10—4

2
cm /mol determinado por D!'Anna y Tollin (88).
K. DETER‘INACION DE HISTIDILFMH

1. Determinacidn del contenido de histidilFMN en mitocon -

drias d= vegetales

La determinacidén del contenido de his -
TidilFMN en las mitocondrias de las dos especies de vegeta-
les superiores utilizadas, se realizé de acuerdo al procc -
dimiento descrito por Singer y col. (89), empleando un
fluorimetro Farrand modelo A-2. Las mitocondrias de vege -
tales, al ser tratadas con acztona-HCl, de acuerdo al mé -
todo descrite por cstos autores, tienen tendencia a formar
precipitados "gomosos", lo que hace muy difieil la extrac -
cidén de las flavinas unidas no covalentemente mediante los
lavados con 4cido triclorocacdtico. Con el objeto de cobviar
estas dificultades, las mitocondrias sometidas 2 sonicacid-
previamente diluidas cor un volumen igual de agua destilada,
se calentaron por 3 min 2 100° y después de enfriar en hie -
lo, se precipitaron con 0,1 volumen de 4cido tricloroacdti-

co al 55% (p/v). Despuds dc una breve centrifugacidn so
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descartd la solucidn sobrenadantz que contenia las flavi -
nas unidas no covalentemente y el precipitado se resuspen-
did en Acido tricloroacdtico 2l 1% (p/v). Cada precipita-
cidn con Acido fue seguida por una centrifugacidén a 5.000
g por 10 min, repitiéndosz el proceso hasta que la solu -
cidn sobrenzdante no contuviera material fluorescente (6
a 8 lavados). El residuo recsultante del tratamiento con
TCA se lavé, en seguida, con una mezcla acetona-4cido (6
ml de acetona + 0,16 ml de HC1 § N, por cada ml de suspen-
sidn mitocondrial) y desnués de centrifugar, el sedimento
se 1lavé dos veces mis con TCA al 1% en la forma descrita
anteriormente. 31 sedimento libre de flavinas extraibles
por 4cido se tratd com 0,1 ng/mg de proteinas de, tanto
tripsina como quimotripsina (disuzltas en base Tris 0,1 M,
2 unz concentracidn de 10 mg/ml) y sz incubd con agitacidn
ocasionzl a 38° durante 44 horas. Finalmente, el sedimen-
to se traté conm 0,1 volunen de TCA al 55% por 12 horas a
38°, con el objeto de hidrolizar la forma dinucleotidica
de ia flavina, a la forma mononucleotidica.

Generalnmente, la solucidn resultante

de 1la digestidn proteolitic

‘I
o)

mitocondrias de dicotile -

6]

déneas contiene una cantidad aprociable de material fluo -
rescente no flavinico (no reducible por hidrosulfito de
sodio), el cual interficrz con el andlisis fluorimétrico
del histidilFMH, cuando se utilizan los filtros rutinarios
para la determinacidén ds riboflavina. Con el objeto de
minimizar esta fluoresconcia cspirca, se reemplazaron di -
chos filtros por filtros de interferencia Farrand (450 mm

como filtro primaric y 540 nm como filtro secundario).
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Z. Determinacidn de Histidil?gn en particulas submitocon-

driales de levadura

La determinacidn del histidilFMN en
particulas submitocondrizles de levadura no presenta los
problemas sefialados en el caso de mitocondrias de vegeta -
les superiores, por lo cusz ssta determinacidén se efectud
de acuerdo a la tdécnica original descrita por Singer y col.
(89), perc usando un espectrofluorimetro Hitachi-Perkin
Elmer en lugar del fluorimziro Farrand, dada la mayor sen-

sibilidad y versatilidad del sspectrofluorimetro,
L. DETERMINACION FLUORIIMETRICA DE OXALOACETATO

La determinacidén fluorimétrica de oxa-
loacetzto 2n axtractos percléricos de mitocondrias sonica -
das de coliflor sz realizd con deshidrogenasa milica y NADL
en el espectrofluorimetro Hitachi-Perkin Elmer MPF-3, se -
gin 1la técnica descrita por Williamson y Corkey (90).

Debido que el oxaloacetato firmemente
ligado a la deshidrogenasa succinica no reacciona con la

deshidrogenasa mdlica (98), es posible diferenciar el oxa -

o
loacetato libre del ligado 2 proteinas mediante 1a elimina--
cién del primerc d= 2llos, ya ssa por repetidos lavados por
centrifugacién, o por incubacidn con HADH y deshidrogenasz

milica, Posteriormente, el oxaloacetato ligado a protzfinaes
se libera con Acido perclérico Y se determina en sl extrac-
to perclérico ncutralizado con XOE ¥y clarificado por cen -
vrifugacidén, mediante la adicidn ds aproximadamente 3 uni -

dades de deshidrogenasa mAlica Yy 0,2 ml de NADH 50 M, en
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un volumen total de 1,5
M., DETERMINACION DEL CONSUIN0 DE OXIGENO

La determinacidn del consume de oxige -
no (QOz) de las levaduras se realizé polarogrdficamente a
30°, empleando un oxigrafo Gilson equipado con un electrodo
de Clark, 2n un medio de reaccién compuesto de amortiguador
fosfato de potasio 38 mlM y glucosaz 40 m¥, pH 7,0.

N. DETERMINACION DE ACTIVIDADES EBNZIMATICAS

1., Determinacidén de la citocromocoxidasa

Lz actividad de la citocromooxidasa
(EC 1.9.3.1) se determiné poclarcgrificamente a 30°, utili -
zandc el equipo descrito parsz la determinacidn del consumo
de oxigeno. E1l medio de recaccién contenia, en un volumen
final de 2 ml: amortigusdor fosfatec de potasio 20 mM pH 7,2,
ascorbato de potasio 20 mlf, enzima y citocromc c. El as -
corbato y la cnzima se agregaron en ese orden para iniciar
la reaccidn (91), La concentracidn de citocromo e se varid
desde 0,2 2 1,5 mg por 2 ml y 1a actividad enzimdtica se
calculd mediante grificos de dobles reciprocos 2 concentra-

cidn infinita de citocromo c.

2. Determinacidn de NADH oxidasa

Lz actividad NADH oxidasa se determind

polarogrificamnente a 30°. E1l medio de reaccidn contenia,

-
i

en un volumen dz 2 ml: amortiguador fosfato de potasio

R
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.

40 mi pH 7,5, NADH 0,1 mlf y 0,6 mg de citocromo c.

3. Determinacidn de 1a succinooxidasa

|

La actividad succinooxidasa de parti-
culas submitccondriales de levaduras se determiné polaro-
grificamente a 30°. Antes del ensayc, se activd la
deshidrogenasa succinica de 1la preparacidén mediante incu-
bacidén por 8 min 2 30° con succinato 40 mM en amortigua -
dor fosfato de potasioc 50 mii, pi 7,5, en condiciones ana-
erdbicas en tubos Thunberg. Unz vez finalizada la acti -
vacidén, se agregd a lz mezela de ensayo una pequefia ali -
cuota de la preparzcidn azctivada y se midid el consumo de
oxigeno. La mezcla de ensayo contenia en un volumen £fi -
nal de 2 ml: amortiguador fosfato de potasio 40 mM pH

7,5, succinato 50 m¥ y 0,5 mg de citocromo c (91).

4. Determinacidn de 1a NADHE deshidrogenasa

4

I

a actividad de 1la NADH deshidroge -
nasa (EC 1.6,99.3) se detormind utilizande ferricianuro
de potasio como aceptor de los @lectrones, de acuerdo 2

la técnica descrita por Singer (62).

5. Determinacidn de 1a dezshidrogenasa succinica.

La determinacién de la actividad en -
zimAtica de 1la deshidrogenasa succinica en vegetales su -
periores se describe en RESULTADCS. =En preparaciones de
levadura, ssta determinacidn sz realizd mediante el méto-

do espectrofotométrico descrits por Singer y col (91).
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0. DETERMINACION DE PROTEINLS

La determinazcidn de protefnas se rea -
1izé despuds de 1= precipitacidn con TCA al 10% (p/v), per
el método del biuret (93) =n coliflores Yy por ¢l método de

Lowry (93) en preparaciones de porotos mung y levaduras.

P. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE

La elzctroforesis de alto voltaje sec
realizé sobre hojas de pancl Whatman 10O 1 (46 x 56 cm), a
50 V/cm, 25° y pH 1,6, utilizando Zeido £érmico al 8%

(v/v) como amortiguador.

£. RUPTURA REDUCTIVA DEL SNLACE COVALENTE FLAVINA-HISTI -
DINA DE L4 DESHIDROGENASA SUCCINICA DE LEVADURAS

La ruptura del enlace covalente flavi-
na-histidina de 1a deshidrogenasa succinica se logré me -
diante la reduccidén del enlace con Zn metdlico en medio
dcido. El procedimiento seguico fue el siguiente: 1a
muesbra (45 nmoles de flavina) se disolvid en 0,4 ml de
dimetilformamida y se tratd con 480 pmoles de ioduro de
metilec durantes 30 horas a 22°, en un tubo cerrado. La di-
metilformamida y el excesc e iodure de metilo se elimina-
ron mediante evaporacidn 2l wvaecio ¥ el residuc flavinico
se disolvid en 0,3 ml de une mezela 9:1 (v/v) de 4cido a -
cético glacial-A4cico triflucroacdtico. La solucidn se ca-

lenté a bafic maria por 45 mizn, agregindose aproximadamente
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1 mg de polvo de zinc metdlico a los 0, 15 y 30 min., Des-
pués de enfriar la mezcla, ¢l exceso de Zn y las sales de

este metal se climinaron mediante centrifugacidn, el resi-

duo resultante sz lavd com 0,1 ml de H_.0 v las soluciones

N

sobrenadantes se combinaron, llevdndose a sequedad median-
te evaporacidn al vacio. 321 material flavinico se convir-
tié posteriormente, de la formz mononucleotidica, a la
forma desfosforilada mediante hidrdlisis con 0,3 ml de HCL
6 ¥, a2 93° du ante 16 horas y bajo vacic, Después de ¢ -
liminar el HCl, el residuc se disolvid en 0,2 ml de HZO v
se scmetid 2 clectroforesis zn las condiciones descritas
en la seccidn P de este capitulo., El meterial fluorescen-

te quc permanecid en el origen se¢ eluyé con H 0 y se cro -

2
matografié en una columna de florisil (0,6 x 8 cm), equi -
librada y eluida segin 21 procedimiento descrito por

Kearney (52).




RESULTLDOS

I TPROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LA DESHIDROGENASA SUZ -
CINICA DE DICOTILEDONZAS

A. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ZNZ IMATICA

Pera deterniner la actividad de 1=

deshidrogenasa succinica de Phaseolus vulgaris, Hiatt (2)

empled el método manomdtrico dsl DIS Y una adaptacidén de
éste para la determinscidn espectrofotométrica de 1la acti -
vidad enzimftica, en la cual, la rsoxidacidn del PIS se a -
coplé a la reduccidn del DCI? » usando concentraciones fijas
de ambos aceptores de clecctrones. Ambos métodos adolecen

»
R/

de algunos defectos. 2 21 primero de ellos, la reoxids -
cién por el oxigeno meclccular del DIS reducido puede ser
limitante (94), micntras que =n 1a determinacidn espectro -

fotométrica a concentracidn ija de PMS, la confiabilidad

del método estd limitads poer ¢l hecho que la Kam aparcnte
Para PHS pucde modificarse dursnte la extraccidn, purifi -
cacidn y varios otros trstamientos de la enzima (92),

for

]
6]

Tas razones, fue necesarioc intro-

~ L

ducir modificaciones en o1 en 2yC cspectrofotométrico del

A

PES-DCIP (94). ZEn la Figura 1 so prasentan, en un grifico
de dobles reciprocos, los resultacos obtenidos 2zl medir 1la
actividad enzimftica de 12 Ceshidrogenasa succinica de

22

o S & -
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Figura 1. Variacidn de 1a actividad enzimitica de 1a des-
hidrogenasa succfnic~ d- coliflor en funcidn de

la concentracidn de PMS,

Para cada ensayo se tomd una alicuota de 50 ul de 1a prepa

pvacidén enzimfitica activada proviomente con succinato. La
absisa represents el valor rzeiproco del volumen (en m1)
de PMS 2l 0,33% (p/v). La actividad de 1la deshidrogenasa
succinica se expresa como ol cambic de absorboncia a 600

om/min x50 ul.
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mitocondrias de coliflcr, a distintas concentraciones de
PMS. Tal comc se puede coraciar om dicha Figura, la ac -
tividad de la enzina depende de 1a concentracidén del acep-

ter de electrones. Sin embarg se pudo comprobar cuzs en
3

)

el proceso de activacidn de 1a enzima particulada, la Km
aparente para PMS no se modifica. Por sste motivo, en los
experimentos disefizdos pars anzlizar los necanisncs dz ac-
tivecidn de la deshidrogenasz, en 1z determinacidn de la
actividad se empled una concentracidn fija de PVS y cue
corresponde a la concentracidn mis alsa indicada en la_Fi—
gura 1 (0,3 ml de PI°S =21 0,33% en 3 ml de mezcla de reac -
cidn).

Un problena de especial importancia
en el ensayo de lz deshidrogenasa sucefnica .de coliflor v
de poroto mung,lc constit tuye lea barrerz de permesbilidad
para PMS que presentan las mitocondrias intactas de ambas
especies vegetales. BEn mitocondrizs de mamifero, esta ba-

rrera de permeabilidad pucds ser s perada mediante prein -

o

cubacidn de las mitocondriss con Ca © con fosfolipasa A
de veneno de seronientec. ASi: embargo, ninguno de estos
procedimientos, por separads ¢ en coﬂbluhcién, permiten la
libre penetracidén del colorsnto en mitoeondfias de coli -
flor o de poroto mung. 2Zn efecto, la actividad aparente
de la enzima no aunent:z despuds de preincubar dichas mito-
condrias por 10 min a 30°, eon Za 0,75 nll ¥ 10 ug de ve-
neno de Haja najs. En cambic, se obtuvo un auntento signi-
ficativo de 1la actividad apcrenve de la enzima 21 sonmcter

la preparacidn de mitocondriss » dos cicles de sonicacién




R ———.

36

METODOS, La actividad medida en estas ccndiciones no au -
mentd por sonicacidn o cicles de congelamiento-descongela-
miento adicionzles.

La enzima de Brassica cleracez L es

muy inestable en ausencia de grupos tioles, de ta2l modo
que se produce una inactivacidn apreciable, inclusc duran-
te el periodo de 8 min de activacidn a 30° que precede al
ensayo de la actividad enzimftica, a menos que se adicione
cisteina u otro tiol, Por ssta razin, las preparaciones
mitocondriales de coliflor sc suspendieron en cisteina 1
m, Sin embargo, la adicidn de cistefna complica 1la de o
terminacidn de lz actividad enzindtica Jde 1la deshidroge -
nasa succinica, ya que sroduce la reduceidn no enzimdtica,
tanto del PIS como del DCIP, lo que se traduce en blancos
muy altos. Con el objeto dz minimizar esta interferencia,
previamente al perfodo de 3 nin de equilibrio de tempera -
tura que precede al ensayo snzimdtico, se agregd 0,01 m1
de NEM 0,03 I a 1la mezela de reaccidn. Esto permite el
tiempo suficiente para laz combinacidn de la cisteina con
el agente alguilantec, pero no para producir una inhibicidn
Ty

detectable ds lz actividad e

s

-

]
3

deshidrogenasa succinica,

En ia préctices, los ensayos se reali -
zaron de acuerdo a la metddica quc sz describe a continua-
cidn. Se preparé uns seric de cubetas de espectrofotdéms -
tro, para permitir la variacidn de 1z concentracidén de PMS

or lo tanto, la determinacidn de la velocidad midxima
b} b ]

pPara este aceptor de elcctron

©
6]
2
M
p
5]

cubeta contenfa, czn

un volumen finzl de 3 ml, anortiguador HEPES 34 mlf pH 7,5,

KCN 1 ml, enzima, NBM 0,1 mll v 320. as cubetas se
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cubrieron y se preincubaron en un bafic termorregulado por
3 min a la temperatura del znsayo (30° en trabajo rutina-
rio con la enzima totalmente activada y 15° en estudios
de activacidn). Después de este periodo de equilibrioc de
la temperatura, las cubetas se transfirieron a la celda
de un espectrofotdmetro con inscriptor, termorregulada a
la temperatura del ensayo y, en répida sucesidn se agregd
0,3 ml de succinato 0,2 ¥, 0,1 ml de DCIP al 0,05% (p/v)
v cantidades variables de PI'S y se registrd la disminu -
cién de la absorbanciz z 600 mm. La actividad de la des-
hidrogenasa succinica se calculd utilizando un coeficien-
te de extincidn milimolar para =21 DCIP igual a2 19,1 (54).

Con 2l objet

o

de prevenir la activa -
cién de la deshidrogenasa durante 21 periode de equilibrio
de la tempzratura, la reaccidr se inicid mediante la adi-
cidén de succinato, BEs necesario hacer notar que cuando
se trata de muestras complstamente activadas, el succina-
to puede ser agregado antes. En cada serie de experimen-
tos, es necesario hacer un "blanco" para corregir la re -
duccién espirea del DCIP, lo cuzl se logra realizando el
ensayc en idénticas condicioncs, pero en ausencia de suc-
cinato. La velocidad resultantes se sustrae del valor ex-
perimental para cada concentracidn de PKS,

Tal corio se indice en la Figura 1, la
cantidad de PMS que se utilizé para la determinacidédn de
la actividad enzimiticz 2 velocidad méxima, se varié en -
tre 0,04 ml y 0,3 mi de PVS 2l 0,33% (p/v) en 3 ml de
mezcla de reaccidn y los resultacos se calcularon median-~

te grificos de dobles reciprocos. Sin smbarge, tal como
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se menciond anteriormente, sn cstudios de activacidn de
la deshidrogenasa succinica, el uso de 0,3 ml de PMS al
0,33% (p/v) proporciorz una medida satisfectoria de 1a ac
tividad de la enzima, Las condiciones requeridas para al
canzar mixima activacidn de la enzima se analizar detalla

amente en la siguiente seccidn,

B. ACTIVACIOH POR SUCCIIIATO

1. Cindticz de activacidn

En sus estudios realizados con deshi-

drogenasa sucecinica solubilizada dz nitocondrias de fha -

e

i
scolus vulgzarig, Hiatt (2) domostrd gue al incubar la en-
zima a 30° con succinato 9
un 100% en la actividad snzinitica. Sin embargo, este in
vestigador no deternind ni la cindtica de activacidn ni

la encrgia de activacidn narz este Droeeso.

=)

"igura 2 representa la curva de

£
)

progreso parz la activaeidn gque produce el succinato a u-

4 T

na concentrecidén 0,1 17 sobrz lz deshidrogenssa succinics

W

de mitocondrias sonicadas de coliflor., Como puedc apre -

{

ciarse en esta Figura, al incubar la enzima con el sus -~

trato por unos 10 min a 2¢° 7 en condiciones en gue no go

)

produce su transformacidn zn productos (ausencia de los

(

elzetrones y adieidn de XCN),

m
[¢]
w
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la actividad enzimdticz aumenta en mis de un 300%.
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Figura 2. Curva de progreso de la activacidn de la des -
hidrogenasa succinica de coliflor por succina-

to 0,1 M a 29°,

Mitocondrias sonicadas de coliflor (0,6 ml, que contenfan
4,9 ng de proteina) ¥y 0,11 nl de amortiguador HEPES 0,2 M
pH 7,5, se.equilibraron a 29°, Posteriornente, se agregd
0,01 mI de XCN 0,1 M ¥ 0,08 ml <de succinato de sodio 1 ¥
pPH 7,5. A los tiempos indicados, sec tomaron alfcuotas de
40 nl y se colocaron en cubetss mantznidas a 15°, gue con-
tenfan la mezela de ensayo, exceptuando el succinato y

los colorantes. Después de 30 seg, se inicié la reaccidn
agregando 0,3 ml de succinato 0,2 I/ y los colorantes. La
actividad se expresa como el cambio de absorbancia a

600 nm/min x alicuota de 40 ml 2 15°, La actividad especi-
fica de la preparacidn enzimitica uszda, medida con 0,3 ml
de PMS al 0,33% (p/v) en un volumen de 3 ml, fue 0,062

umoles de succinato oxidado/min x mg de protefna a 15°.
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-
-

21 tiempo requerido para lograr lz ac-~

sl

tivacién completa de la deshidro

s}

Seneasa por succinato, de -
pende tanto de 1a concentracidn de particulas mitccondria-
les, como de 1z concentracidn de sustrato presente du

rante el procesc de activacidn. Asi, por ejemplo, 21 a -
nalizar la activacidn en forms nasiva (batch) por succina-
to 0,1 I, en las condiciones especificadas en 1la leyendg

de la Figura 2, se comprobd gue tanto en mitocondrias so -
nicadas de coliflor, como ds noroto mang, la enzima alcan-
zaba una activacidn nidxima despuds de 10 a 12 min de incu-
bacién a 30°, siempre y cuzndo 1s concentracidn de protef-
nas fuera menor a g ng/ml, A conceniraciones mayores quez
10 ng/nl fue necesario un periodo de activacidn de 1§ nin,
mientras que a concentracionss cataliticas de enzima, tal
como las usadas en 21 enszyo del PliS-DCIP, basté urna incu-

bacidn por 8 min 2 30° con succinzto 20 ml” para obtener 1la

)

activacidn mixinma de 1la enzima. La técnica empleada ruti-

nariamente en este dltiro €as0, fuc la incubacidn por 8

min 2 30° de un2 mezela de rzaccidén completa menos los co-

lorantes y NEl, cambioc ds 1a cubeta 2 un bafio termomegula

do a 15°, adicidrn de USi- ¥y después de un perfodo de 3 min

; a, transferencia de la cube-

de equilibrio de 1a temperatur

t2 a la celda de un espectrofoténetro mantenida a esa nis—

na tenperatursz y, finalnente, adicidn del PNS ¥ DCIP para
iniciar la reaecidn enzindtica. .Las nuestras tratadas

de estz manera sirvicron para detarminar el nivel méximo

de activacidn ¥, ademis, como corircles del grado de acti-

vacidén producido por otros zctivadores,
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31 proceso dz activacién de 1z deshi -

drogenasa succinica siguc uns cindtica de primer orden

"3

(Fig. 3). Zr estos Ccxperimentos, la concentracidn de on -
zima desactivada se calculd restando a 1la actividad mixi -

ividad medida a diferen-

Jod
£
c.

ma alcanzada por la enzina,

¢ proceso de activacidn

(0]
C i~

tes tiempos. BE1 hecho de que asi

Sé caracterice por una cindtica dz primer orden, sugeriria
la existencia de una relacidn 1:1 enire la enzima total -

mente activada y su precursos no activad

2., Bunergia de activacién

Como puede aprsciarse en la Figura 4,

1

la activacidn de 1z deshidro ogenasa succinica por su sus -

EJ

trato es fuertemente dependicnte de 1la temperatura, A
partir de los datos presensados on esta Figura en forma de
un grifico de Arrhienius, se calculd una energiaz de activa-
c¢idn para este proceso de 30.500 cal/mol., Este valor se
aproxina bastante al determinado para la cnzima de teji -

dos animales (64, 65).

B, DETERMINACION DIEL NUIERC DI RECANMBIO

La disperibilidad de un método de en -
sayo confizblz, asf como deo un precedimiento quinmico para
determinar la concentracidn de 1a de shidrogenasa succinica,
independicnte de 1a purcza y del grado de activacidn de 12
enzima, pernitidé la deterninacidn del ndmero de recambio

de esta cenzima on preparaciones particuladas. Con el
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Figura 3. Cinética de activacién por succinato.

Las condiciones experimentales empleadas fueron las mis-
mas descritas en la leyenda de la Figura 2, Tal como se
sefiala en el texto, la congentracidén de la enzima desac-
tivada se expresd coro la diferencia entre la actividad

de la enzimz totalmente activada y la actividad de la en-

zima medida a los tiempos indicados,
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Figura 4. Grifico de Arrhonius pare la sctivacidén de la
deshidrogenasa succinica en mitocondrias soni-

cadas de ccliflor,

Las condiciones experimentalecs empleadas fueron las mis-

™

mas descritas en la leyenda de la Figur
a

)

2. Las constan

=

tes de velocidad de primer orden para la activacién por

succinato 0,1 M (ordenadas), sc calcularon a partif de

grificos scmilogaritmicos 42l progreso de la activacién
L

a diferentes temperaturas. a abscisa representa el va-

lor reciproco de la temperatura absoluta.
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objeto des comparar Los reoultedos con los obten

S‘.
0
)
i
s
M

la enzima de naniferos, lLa deterninacidn de la actividad
cnzimdtica s3 rsalizé 2 38°, La Tabla I muestrz quc 21 ad-
m3re de recambic de dos proparacionse de deshidrogenasa
succiniga dz coliflor, a 2755, 33° y en condiciones d=
v2locidad méxina con respecto 2 PUS, dié un promedio do
19,400 i 2,000 mimnl. 3ste valor cs muy similar =zl de

+

-

!
1,000 min ~ obtenido por ctros investigadores psz -

jok

3.000

ra preparacionze particuladas de la enzime de corazdédn d-

g

vacuno (56, 95),

IT REGULACION DE LA ACTI7IDAD D2 L. DESHIDROGENASZ
SUCCINICA DI DICCTILELOIIEAS

A. GRADO DE ACTIVAZION DE LA ZUATVA

o
dos obtenidosg 2l znelizsr 2 grade de activecidn do la desc-
¥ [

hidrogenasa suceinice =n

sonetidas 2 sonicacidn y
=on congelad de un diz nara o%ro. 3En nmitocondriss d»
poroto mung, aproximadancnte el 30% de la enzima sc cncuem—
tra en el estado activedo, inmeci-tanente despuds del zis -
lamicento de dichos orgamslos. Sin embargo, la sonicacién
de estes proparacionss determizns un aumento en a1 grads ¢z
sgridrogenaszs y al soneter las nmito -
condrias sonicadas a.un eieclc le songelaniento y desecongs -
3

n

én aumenta gin nis,

este dltimo cz2s0,: s6lo ortrz un 15% vy un 20% de la cnzirna




Tabla I. Determinacidn del ndmerc de recambio de 1z des—
hidrogenasa succinicz de mitocondrias de coli-

flor.

Se activaron mitocondrias sonicadas de coliflor con suc —
cinato 0,1 I por 12 min 2 30°. Lusgo =z onfriaron az 0°
¥ se tomaron alicuotas, a las que se les nidid inmediata-
mente la actividad de 1z deghidrozernasca succinica en la
forma descrita en RESULTADOS (I A), excepto gue la tempe-
ratura fue de 38°, E1l contenido de histidilflavina se

determiné fluorimétricamentc, de zcucrdo a la tdenica des

crita en METODOS (X).

48
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Tabla I
Experimento Actividad Contenido de  Ndmero de
especifica histidilflavina recambio
nmoles/mg de
proteina

1 0,348 90,0200 17.400

2 0,397 0,0185 21.300

Promedio 19.400

Micromoles de succinato oxidado/min x mg de proteina a

38°, pH 7,5, Vmix (PHM3)

Moles de succinato oxidado/min x mol de histidilflavina,

38°, pH 7,5, Vmix (PMS)
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Tabla II Bstado de activaciban de la deshidrogenasa sug
cinicz en mitocondrizs intactas, sonicadas y
sonetidas & ciclos dz congzlacién y desconge-

lacién.
Las preparaciones se zislaron, sgonicaron 7 ensayaron 2
15° en 1z forma deserita en II3T0DCS (A, © y H). Para cl
ensayo de la actividad emnzimftica de la deshidrogenasa

succfnica se utilizd 1z concentracidn nfs zlta de PMS

indicada cn la Figurs 1.
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-

Actividad espccifica
(a) (B)

Preparacion Antes de 1z Después de la
activacién activacidn (A)/(B)
nmoles de succinado oxida -
do/min x mg de protzina %

Mitocondrias

de poroto mung

Intactas 0,057 0,090 63

Sonicadas 0,022 0,106 21

Mitocondrias

de poroto mung

Intactas 0,054 0,364 58

Sonicadas 0,037 0,108 34

Congeladas -

descongeladas 0,014 0,095 15

Mitocondrias

de poroto mung

Intactas 0,055 0,000 61

Sonicadas 0,050 0,169 30

Congeladas -

descongzladas 0,020 0,147 15

Mitocondrizs

de colifler

Intactas 0,023 0,080 29

Sonicadas 0,024 0,095 25

Congeladas -

descongeladas 0,026 0,097 27
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se encuentra en forma activada. Por otra parte, en la ma-
yoria de las preparacioncs de mitocondrias de coliflor, un

porcentaje menor al 20% de la cnzima se encuentra en forma

sactivacidn de la enzimz on nitocondrias de poroto mung, no
produjeron una desactivacidn adicional de 1la deshidrogena-

sa succinica de coliflor,

1
Ly

B. ACTIVACION POR Co 2 K

——18 "2
- s Fa e = oy e e 2 - 2 A
1. Activacidn nor °°**032 en nitoccndrizs sonicadas de
-

PoOrovo nung

En particulas submitocondriales de te-
jidos animales, ¢l HADH produce activacidn de la deshidro-
genasa succinica., Sin embargo, esta activacién es indirec-
ta ya2 que 21 HADH zparentements séloc reduce la Coglo endd -
gena a COQIOHZ, la cual seria el verdadero agente activa -
dor. Asi lo sugiere el hecho de que la extraccidn de 1z
coenzima 7 de dichas membranas se traduce en una pérdida
de la activacidn por HADH, lz cual se recupera al reincor-
porar la quinona a las membranas extraidas (65).

La Figura 5 representa la activacidn
de la deshidrogenasa succinica por COQIOHZ en mitocondrias
sonicadas de poroto mung. El experimento se rezlizé in -
cubando las particulas a 29° con Col reducida quimica -

10
mente, 2n condiciones znaerdbicas y en presencia de anti -
micina A con ¢l objeto de minimizar la oxidacidn de 1la

,
A

quinona rsducida. A diferentcs tiempos, se tomaron
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Figura 5. Activacidén de la deshidrogenasa succinica en

mitocondrias scnicadas de porotoc mung por

Cofl reducida,

10

Una solucidén 5 ml de Eoglo en ctanol sz tituld anaerdbi-
camente con NaBH4 (2 mg/ml), siguiendo la reduccidn es -
pectrofotométricamente a 275 nm., Una vez lograda la re-
duccidén completa de la quinona, la solucidn se acidificé
con Acido acético 0,5 I con el objetec dz destruir el ex-

ceso de borohidruro. Se colocd una alicuota apropiada

L

de la Co( en la rams lateral de un tube Thunberg
2 (=%

1OH2
junto con una solucidn compussta de : manitol 0,3 I, se-
roalbimina de bovino al 0,1% (»/v), 2DTA 0,1 I¥ y amorti-
guador HEPES 0,02 ¥, pE 7,5. Z1 volumecn total en la ra-
ma lateral fue 0,3 ml. El compartimiento central del
tubo contenia mitocondrias sonicadas (1,3 mgen Ay 1,2
mg en B) y 3 mg de antimicina A, en 0,7 ml de la solucién
nanitol-amortiguador recién descrita. Sc prepard un tubo
de éstos para cada uno de los puntos indicados en la Fi -
gura. Los tubos sc¢ cvacuaron repetidamente, se llenaron
~on Hz v se equilibraron a 20°. Finalnente, el conteni -
do de la rama lateral se vertid cn el.compartimiento cen-
tral. A los tiecmpos indicados, cadsz tubo sc enfridé ripi-
damente e inmediatamé te se tomd una alicuota de 50 ml
para medir la actividad de la deghidrogenasa succinica a

15°, La actividad sz expresa como 2l cambio de absorban-—

r

0

cia a 600 nm/min x 0,4 mg de proteina cn A y por 0,36 mg
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de proteina en B. Lz flacha horizontal indica la
actividad de la enzima totalmente activada. A: ni
vel mdxino de activacidén obtenido a diferentes
concentraciones de CO;&OHZ' La actividad especi -
fica de la preparacidén a 15° fue 0,14 umoles de
succinato oxidado/min x mg de proteina. B: curva
de progreso de la activacidn en presencia de

" 125 p“ (@) y prasencia de Cleoﬂz 75 v

(o). La actividad especificz a 15° fue 0,09 umo-

COgloH

les de succinato oxidado/min x mg de proteina.
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alicuotas las cuales se enfriaron a 15° ¥y se midié en se-

a actividad de la deshidrogenasa succinica median-

cr

o ﬁé
[N
2
k]
g

el método del PHS-DCIP, descrito anteriormente.

La

le

igura 5 A muestra la dependencia
del proceso de activacién nor CO'-1 ﬁz con la concentracidn

de la quinona reducida, Como puszcds apreciarsc en ssta Fi-

gura, a conccnitraciones de ’0“13”2 entre 150 y 250 p¥/, 1a
deshidrogenasa succinices alcanzs 1z misma actividad que
con succinate como activader,

La Figura £ 2 representa las curvas de

progrese pars la activacida de 1z deshidrogenasa succfnica
por diferentes concentraciones de ubiquinona reducida.

Zxperinentos sinilares realizados con

mitocondrias sonicadag dz ecoliflor (Fig. 6), mostraron u -

(e]

na respuesta algo difersate 4 l1la ”0,10 9" En este caso,
la activacidn néxime producida por lz quinona reducida va-
rié on diferentes oresaracionces entre un 60 2 un 75% con
respecto al nivel dz activzeidn producide por =1 succinate
¥ ese nivel de activezcidn no varid al aumentar el ticmmo
de incubacidn (Fig.
sada (Fig., 6 B). Como sz vard mis adzslante, csta diferen -

cia entre nitocondrias de porote muang y de coliflor se ma -

I?

nifiesta tambidén cuando sc ~mplea coenzima e reducida en -~
dégenamente (mediants WADH o malato) para activar 1la deghi-

drogenasa succinica,
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H.enm

tocondrias soni -
1092 (V) ca

KB

Figura 6, Activacidn por Col

das de coliflor.

L: Curva de progreso de la activacidn en presencia de
Cod, H, 250 nif;

B: Efecto de 1la concentracidn de Co;loﬁz en el nivel fi-
nal de activacidn alcanzado.

Las condiciones experimentales fucron las indicadas en la
leyeﬁdarde la Figura 5, excepto que el medic de suspen -
sidn para las particulas fus sacarosa 0,25 1M, amortigua -
dor HEPES 0,02 ¥ pH 7,5 v gque la cantidad de antimicina

A agregada fue de 5 ug. La actividad se expresa como el
cambio de absorbancia a 600 mm/min x 0,14 mg de proteina
en A y por 0,16 mg de proteinz en B, La cantidad de pro-
tefina mitocondrial emplcada ¢z la incubacidén fue 1,4 mg
en A; 1,6 mg en B y sus actividades especificas a 15°
fucron 0,098 v 0,116 umoles de succinato oxidado/min x mg

de proteina, respectivanente,
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C.. ACTIVACION PCR NADH Y SUSTRATCS NAD-DEPENDIENTES

1. Activacidn por NADH cn mitocondrizs sonicadas

La cocnzina ¢ de la cadena respira -
toria mitocondrial pucde reducirse in gitu por medio de
cualquier compuesto canaz de entregar cquivalentes reduc-
tores a nivel de los complejos I y II de la cadena trans-
portadora de cleectroncs. Dz acucrdo con ésto, dichos
compuestos deberiarn producir activacidn de 1la deshidroge-

i
nasa succinica, indirectarmcznte al reducir la coenzima
2

endégznz.,

La ra 7 representa la activacidn

]
J=e
Eé

de la deshidrogenasa succinica on mitocondrias sonicadas

de poroto mung y dz coliflor nmecdiante NADH 1 mi{, en pre-
sencia de antimicina A, adicionada con el objeto de mi -
ninizar la oxidacién del WADH, Cono sc pucde observar cn

dicha Figura, cl NADH produjc una activacidn completa de

ft

a enzina cen preparaciones de poroto mung, mientras que

03
|4

en mitocondrias sonicadas de colifleor, en condiciones ex-

perinentales comparchles, sélo induio unma activacidn par

o

cial de la deshidrogenasa., Con cste tipo de preparacidn,
la activacidn varid en difcrentes cxperimentos entre un
40 a un 68% cn comparacidn con la activacién producida por

succinato,
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Figura 7. Activacidn por NADH en mitocondrias sonicadas de

poroto mung y coliflor,

A: Mitocondrias sonicadas de poroto mung; B: Mitocondrias
congeladas~descongeladas v sonicadas de coliflor.

Las condiciones experimentales para la curva A fueron las
nismas descritas en la leyenda de la Figura 5 A v para la
curva B, las de la leyenda de la Figura 5A, cxcepto gue

en la incubacién de las mitocondrias de coliflor se usé
0,99 mg de proteina y que en ambos experimentos se reempla-

zé la COQIOH por NADH 1 mii, Aunque las actividades espe -~

2
cificas de las dos preparaciones fueron algo diferentes
(0,09 para poroto mung ¥ 0,077 para coliflor), las activi -
dades se normalizaron para permitir la comparacién entre

ambas preparaciones,
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2., Activacidn por VADH y suctratos NAD-dependientcs en

nmitocondrias intactas

La activacidn de la deshidrogenasa suc-
cinica por HADH se investizgd también en mitocondrias intac-
tas de coliflor. Tal comoc lo indican los resultados de la
Figura 8 y 12 Tabla III, a pesar que el NADH no puede atra-
vesar la membrana mitocondrial interna (96), la activacidn
de la deshidrogenasa por est2 compussto en mitocondrias in-
tactas fue comsiderablencnte mayor cue en mitocondrias =0 -
nicadas de ess vegetal (Fig. 7). La Figura 8 y la Tabla
ITII indican tambidn que sustratos NAD-dependientes, tales
como malato mis piruvatc, son capaces de inducir activacidn
de la deshidrogenasz succinica en mitocondrias intactas.
Sin embargo, @l nivel de activacién que alcanza la enzima
es menor que el producido por el NWADH, tros sustratos
HAD-dependientes, tales como L-malato, -cetoglutarato y
L-glutamato en presencia d= arsenito, produjeron grados de

activacidn similares al producido por malato mds piruvato,

®

21 hechio que en mitocondrias de coli -

e
-

tivada sdélo par -

m
(¢

~

(6]

flor la deshidrogenasa succinica )

cialmente por UADE y susbtrabtos llAD-dependientes en todas

las condiciones analizzdas, sugirid laz posibilidad que u -
2

nz combinacidn de los dos tipos de "efectores" ensayados

separadamente puediera inducir una activacién completa de

3

la enzima. Tal como indica la Figura 8, 1la activacién
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Pigura 8., Activacidn de la deshidrogenasa succinica en
mitocondrias de coliflor por HADH 1 mM y por
malato 20 mlf mds piruvatoe 20 mM,

En una serie de tubos de Thunberg se colocé 0,34 mg de

proteina de mitocondriag de coliflor y % ug de antimici-

na A en un volumen final de 0,5 nl de una solucidn com -

puesta por sacarosa 0,25 M, amortiguador HEPES 0,02 M

pH 7,5.- Las ramas laterazles de los tubos contenian 0,5

umoles de NADH ¢ 10 pmoles tanto de piruvato como de ma

4

ato, o ambos, segin se indica er las curvas. Después

de ser evacuados renztidamente y llenados con M los

2’
tubos se equilibraron a 29°, se mezclaron sus contenidos
v se incubaron a esa temperatura. A los tiempos indica-
dos se separdé un tubo de cada serie ¢ inmediatamente se

tomd una alicuocta de 40 ml para medir la actividad de la
deshidrogenasa succinica a 15°, La actividad enzimdtica

o2 expresa como el cambio de absorbancia a 600 nm/min x

0,17 mg de proteina mitocondrial,




SOLNNIW
O¢ Gl Ol G

I I

Hid + VYW
?/ o

HAVN
Oee—ee= 5

Xu K

did +71VIN + HAVN

OLVNIOONS HOd NOIOVAILOY —=

v 00

8 00

¢ 10

VIOINIOONS VSVN3IO0HAIHS3d

V1 34 avdaiAlLov




65

Tabla ITI. Activacidn de 1a deshidrogenasa sucefnica de
mitocondrias de coliflor por HNADH y por ma -

lato més piruvato,

Las mitocondrias (3,4 2 5 mg de protcfna en los diferen-
v“es experimentos), suspendidas cn un volumen final de
0,5 ml1 de sacarosa 0,25 £, amortiguador HEPES 0,02 M,

PH 7,5, se colocaron zen =1 compartinicnto principal de
tubos de Thunberg, =n presencia de 5 ug de antimicina A,
La rama lateral de los tubos contenfia 0,05 pmoles de
HADH 6 10 pmolzs tanto de L-malato, como dz piruvato.
Después de tres ciclos dc evacuscidn v llenado con Nz
donde se indica, los tubos se incubaron e 29,2°, A
intervales de 2,5 min, los “ubos s- retiraron y enfria-
ron en hielo y se tomaron alicuctas de 40 pl, a las
cuales se les determind inmediataments 1a actividad de
la deshidrogenasa sucefnics = 15°. La incubacidn con -
tinué hasta que el grado de activacidn so hizo constan-
te. Z1 porcentaje de activacidn sc calculd “omando cOomo
100% cl nivel méximo de activacidn producido por la ac-

tivacidn mediante succinstc.
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Condiciones Activacidén por % Activacién % Activacida
malato NADEZ  por NADH/por por NADH
+ piru malato + pi~ antes de so-
ruvato nicacidén/
después de
sonicacidén
%
Iitocondrias,
N,, antimicina 58 c1 1,6
52 78 1,5
47 77 1,6
Ifitocondrias,
antimicina 62
Después de
sonicacidn 39 1,6
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producica por la accidn conjunta de NADH y malato mis piru-
vate fue nuevamente incompleta s, inesperadamente, ¢l nivel
de activacidn alcanzado nor la eonzima fuc menor al inducido
por el HADH solo,

Zstos resultados pueden estar relacio -
nados con la probables presencia c¢e dos NADH deshidrogenasan
ligadas a la membrana interna de las mitocondrias de vege -
tales (97, 98), localizadas =n la superficie externa e in -
terna de dicha membranz respectivamente (99). Como el NADH
no puede atravesar la membrana mitocondrial interna (96),

Se supone que en mivocondrizs intactas, dicho compuesto es
oxidado por accidén de la HADH deshidrogenasa "zxterna". 3In
cambio, el NADH generado intramitocondrialmente, mediante
la deshidrogenasa milica localizads en la matriz mitocon ~
drial (100), producirfz lz reduccidn de la NADH deshidroge-~
nasa "interna" (98)., Por lo vanto, ©os necesarioc conside -
rar estos antecedentes al irterpretar los diferentes grados
de activacidn de la deshidrogenssa suceinica, inducidos por
sustratos NAD-dependientes y NADH en mitocondrias intactas
de coliflor y, tambidn, para comparar lz activacidn produ -
cida por el NADH antes y despuds de someter las mitocondriar
a sonicacidn,

La "2bla ITT ruestra que en mitocon -
drias intactas de coliflo-, 1z rzzdn entre los porcentajes
de activacidn producidos psr el NADH y por malato mis piru-
vato, respectivamente, cs ruy constante Y que el mismo va -
lor numéricoc se obtiene nar: =l cuociente entre ol porcen -

vacién por &l WADH ern mitocondrias intactas ¥

-
pae

s 3
taje de ac

el perecentaje de zctivacidr producido por este compuesto
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después de sonicar las mitocondrias. Estos resultados pa -

ecen indicar gue al sonicar las mitocondrias, se expone l=

3

HADH doeshidrogenasa imterna, probablemente por una inver
sidén "adentro-afuera" ds lz nembrana mitocondrial interna,
tal como sucede 2n mitocondrias de tejidos animales (101).

=z activacidn indicz -

i, A
"3
cr
a8

Asi mismo, sugieren que el cwnoci
do en la Tabla ITI serfz una madida del grado relativo de
activacidn producido por acecidén de las HADH deshidrogena -
sas oxterna e interna respectivanente, en condiciones de

equilibric aparentec,

D. ACTIVACIOH POR ATP Y ADP

i. Activacidén por ATP v ADP cn nmitocondrias de poroto mung

La deshidrogenasa succinica en mitocor-
drias intactac de tejidos animeles (6) y de levadura dz pa-
naderia (102), es activad= por AT? nediante un proceso in -
sensible 2 oligomicina. 321 ADP, por otra parte, no produ -
ce activacién de la enzima sino que, por el contrario, in -
duce indirectamente una desactivacidn de ella al promover
la transicidn desde el estado 4 al estado 3, lo que se tra-
duce en la oxidacidn de 1z Col. . 3.. Otra caracteristica

ds este proceso de activacidn por ATP en los sistemas an -~

)
.
(¢]
=

1

teriormente mencicnados, e@s gque no sz presenta en pa

6]

las subnitocondrizles ni eon mitocondrias dafiadas (6).
Zn la Figura 9 sc presentan los resul -
tados obtenidos al estudiar lz activacidn de la deshidro -

genasa succinica por ATP v ADP on nresencia do
= i Fy
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figura 9., Activacidn de 1a deshidrogenasa succinica por

ATP y ADP en mitocondrias de porote mung,

A: Curva de progreso para la activacidn por ADP 0,8 mM;
3: Efecto de la concentracidn de ATP en ol nivel final de
actvivacidn,

Se suspendieron mitocondrias intactas (1,8 mg de protef -
na) en un volumern final de 0,25 ml del medio especificado
en la leyenda de la Fig, § 7 se incubaron a 30° en tubos
de ensayo, én presencia de 5 ug de oligomicina. En 1a
Figura 9 A 1ls activacidédn sz inicid adicionando 5 mul de

ADP 0,04_M ¥y en la Figura 9 B, nediante la adicién de a -

licuotas apropiadas de ATF § mlf. Ss tonmaron muestras de

50 n1 a diferentes tiempes ¢ inmadiatamente se midid 1a

actividad de la deshidrogenass sucefnica a 15°, BEn 1la

Tigara B s6lo se muestra el nivel final ds activacién (de-

terminado despuds de incubar § min A 30°). Las activida-

des se expresan como el porcentaje de sctividad con res -
pecto a la actividad de una muestra tetelmente activada

Dor succirato,
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ligomicinz, en nitocondrias dz poroto mung. La adicidn

Q

¥
i—J .
}....I
™

i
W

21 inhibidor de la fosfo idn oxidativa tiene por ob-

jeto excluir la participacidn dzl sistema de conservacion

(‘-
o)

2 la energiz @n el procesc de active 2cidn por estos nu -

&£

a

cledtidos, asi como inpedir la reduccidén de la COQ10 en -

ent

:]

0
5

3]

dégena, ya que el AT? . 21 estado de reduccidn de

la quinoma on cicrtos estados metabdlicos (6).

o
6]

La Figura 9 A mucstra que a concen -

A

sraciones de ATP relativamentc bajas, aproximadamente 0,5

r, la deshidrogenasa succinica alcanza igual act1v1dad
gqus con succinato comeo activador., ZIZste proceso de acti -

vacidén se produce con bastants rapidez a 30°; en efecto,
en presencia de ATP 0,1 mi, la rczccién se completa en
1 minuto aproximadanente.
La Figura O B reprssenta la curva Ge
1z deshidrogenssa succini--
ca por ADP en presencia ¢z oligomicina. Como pucde apre-
ciarse en esta Figura, a2 concentraciones de ADP compara -
(

bles Fig. 5 L), la 2nzima alcanza entre un

0
'.-4
3}
)]
o
0]
e
[
¥

60 a ur 100% de activacidn. Zste resultado contrasta con

2. Activacidn por ATP y AC? en nitocondrias de collflor

Zn nmitocondrias de coliflor, el efec-
to activante del ATP y ADP (Fig. 10) fue nuevamente més
complicado que on mitocondrias dz poroto mung, debido a

que la activacidén de la enzima !
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._lj

iyura 10, Efecto del ATP y 2D? c¢n la actividad de la des-

hidrogenasa succinicz de coliflor,

A

\: fActivacidén por ATP 0,5 mM con (A) y sin (o) oligomicina

e

en mitocondrias intactas y sin oligomicina (@) en mitocon -
drias sometidas a congelacién y descongelacidén. En un volu
men final de 0,25 ml sz colocéd 0,1 de la respectiva prepa-

én mitocondrial (3 mg de proteina) con o sin § ng de o-

H

ligomicina, 0,125 ml de una solucidn formada por sacarosa
0,25 I, amortiguador HEPES 0,02 I, seroalbimina de bovino al
0,1% (p/v) y ZDTA 0,1 mlf, pH 7,5 ¥ 25 ul de ATP 5 mM. La sus

pensidén se incubd a 29° y se tomaron alfcuotas de 25 ul, las
guc se ensayaron inmediatamente. ELl grado de activacidn se
compardé con la activacidn mixima producida por el succinato.
B: Activacién por ADP 0,8 mM corn presencia de oligomicina en
mitocondrias intactas (e¢) ¥ on mitocondrias sometidas a con-
gelacidn, descongelacidr v sonicacidn (@). Las condiciones
experimentales fgcron iguzles que cn A, excepto que el medioc
de suspensién durante la activacidn fue manitol 0,3 M y cis-
toina 0,1 mM, pH 7,5.

'+ Comparacidn de Iz activacidén por ADP y ATP en mitocondrias
intactas de coliflor; (A): ATP 0,5 ml’ en presencia de 5 mg de
ligomicina; (@): ADP 0,5 mlf en presencia de 5 pg de oligomi-

cina; (o0): ADP 0,5 ril sin oligonicina,

1
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@]

presenciz como en A

i

usencia de oligomicina, La Figura 1

3]

representa lz curva de progrese pars la activacidén de 1

s\

tactas de coliflor, como en mitocondrias sometidas a un ci-
clo de congelamiento-descongglamiznto. Como se puede apre-
ciar en dicha figura, la activacidn por ATP en mitocondrias

intactas es algo mfés répido en presencia de oligomicina que

Q

en ausencia de ella, 1o que sugeriria la presencia de una
ATPasa sensible a oligomicina en la preparacidén., Al igual

3

que en el caso des mitocondrias d= poroto mung, el ADP tam -

bién produjo activacibzn de lz enzima, =unque ésta decliné
después de zlcanzar -su nivel miximo (Figura 10 B).

Aungue no se sefiala, la inclusién de
arsenitc 1 mi en las condisionss experimentales de la Fi -~
gura 10 B, sz tradujo en uns disminucién del nivel méximo
de activacidén producido por =21 ADP en mitocondrias intactas
¥ en una aceleracidn marcadzs de la dzsactivacidén que se pro-
duce después de 5 nminutos de incubacidn en presencia del
nucleétido, 3Zste resultado sugizre que, al menos en parté,

el cfecto activador del AD? oodria deberse a sintesis de

GTP. Por otra parte, el hecho gue la activacidén de la des -

,‘

hidrogenasa succinica lograda en presencia de'ADP se mani -
fieste en presencia de oligomicina (Figura 10 C), indicaria

que este fendmeno nc se da2bz a2 unz conversién del ADP en

ATP mediante el proceso de fosforilacidn oxidstiva. Sin em-
go, no puede excluirse la posibilidad de tal conversidn

r
rnediante otros mecanismos (por ejemplo, adenilato quinasz).
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La activacidn producida tanto por ATP
como por ADP, se prescnta tambidn, aunque en menor grado,
22 mitocondrias sonicadas do coliflor o en mitocondrias
sometidas a ciclos do 2ongslamiecnto-descongelamiento (Fig.

10 Ay B). BEsto cstid 2n to%al oposicidn con la ausencia

6]

u

Q..
b=t
m
[
3
L3
[EN
Lﬁ.
f
(%}
Q
Ly |

2 activacidn 2s5t0os dos nucledtides ern

mitocondrias dafiadas de naniferos

3. ACTIVACIOW POR ITP B IDP

En particulas submitocondriales v en

m

Daraciones solubles obienidas = partir de tejidos ani -~

i

males, el IDP y =1 IT? 2 concentraciones moderadas, produ-

o

LI | [ R } ~— o
een activacidn de la deshidrogenasa succinica. GZn cambio,
el IKP, el IIP ciclico y varios otros mono dinucledtidos.
2

incluyendo el ANMP ciclico, 2 concentraciones comparables,
no tienen efecto en la actividad de la enzima (6).

La Figura 11 muestra la curva de pre -

. . q . 4 .

fr2s0 para la activacidn de 1= deshidrogenasa succinica en
nitocondrias sonicadas de coliflor por IDP 5 mM. Como pa ~
pece ser una norma general para todos los procesos de zec -
tivacidén de esta enzima =n mitocondrias de esta especie
7egetal, el efecto activedor del IDP fus de nuevo incomple-
“o. Bl porcentaje de activacidn alecanzado por la deshidro-

" . Pad -

genasa en estas condicienzs, fue de aproximadamente un 70%.,

H

comparacidn con la zectivacidn producida por succinatc.

L{

n ostas mismas condicioncs srperimentales, 21 ITP tambidn

L

modujo activacién de lz erzinm:z aunque cuantitativamente

I(l

h
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Figura 11, Activacién de la deshidrogenasz succinica por

IDP en mitocondrias sonicadas de coliflor.

Se incubaron mitocondrias sonicadas de coliflor (3,6 mg
de proteina) con IDP 5 mM, en un volumen final de 0,8 ml
del medio de suspensién especificadoc en la Figura 8. A
los tiempos indicados, se tomaron alicuotas de 0,2 ml y
se ensayaron inmediatamente z 15°., La actividad enzimi-
tica medida en estas condiciones ss éompard con la de u-

na muestra totalmente activada con succinato.
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su efecto activador fus mencr cue el del nucledtido difos -

rado, B2Estos resultados son muy similares a los obtenidos

con 1z enzima de corazdn ds vacuno (6, 70).

F. ACTIVACION POR AITIGNES INORGANICCS Y pH ACIDO

1., Cindética de activacidn

Bn la Figura 12 se presentan las cur -~

vas de progreso parz la activacidn de la deshidrogenasa
succinica a pH 4cido y por aniones en nitocondrizs sonica -
das de coliflor., Tal como lo indica dicha figura, al dis -
minuir el pH de= 1z suspensidn mitocondrial, desde 7,2 a 0,5
o 6,1 e incubarla a 30%1a actividad de la deshidrogenasa sug
cinica aumentz gradualmente. IZi mnivel final de activacién

alcanzado por la enzimz en estas condiciones, es mayor a

-

medida que disminuye 21 »E del medio de incubacidén (en el

rango comprendide entre pi 7,2 a §,0). Si la incubacidn de

presencia de Br 0,1 I, el grado de activacidén aumenta mar -
cadamente, mantenidndoss la misma dependencia del Ph ante -
riormente anotada. Por obra parte, si la incubaecibn de la
enzima particulada con Br_ 0,1 I sz realiza al pH original
de la suspensién (pH 7,2),nc se produce activacidn. En
consecuencia, el proceso de activacién de la enzima por a -
niones inorgdnicos parece scr estrictamente dependiente del

pH del medio de incubacidn' y sblc se producird a pH 4cido.

e
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Figura 12. Curva de progreso de la activacidn de la deshi-
drogenasa succinica a pH 4cido en presencia y
ausencia de Br OC,1 ¥ en mitocondrias sonicadas

de coliflor.

(): pH 6,5; (@): pH 6,1; (D): nd 6,5 en presencia de Br
0,1 ¥; (A): pH 6,1 en presencia de Br 0,1 I,

Se suspendieron mitocondrias sonicadas (5,7 mg de proteina)
en 0,7 ml de una solucidn formada por: manitol 0,3 M, sero -
albimina de bovino al 0,1% (p/v), EDTA 0,1 mM pH 7,5 y la
mezcla se equilibré a 30°. Z1 pH de 1z suspensién fue 7,2

a 30°. Para iniciar la activacidn se agregd 0,1 ml de amor-
tiguador 2-(N-morfolino)etanosulfonato, pH 6,05 é 6,5 segin
el caso, con o sin Br 0,1 I, Se tomaron alfcuotas de 40

ul a los tiempos indicados, las que se ensayaron inmediata -
mente a 15°, La actividad mzdida en sstas condiciones se
compardé con la de una muestrs totalmente activada con succi-
nato, Una muestra control, mantenida a 30° a su pH original
(pH 7,2), no presentd cambics de actividad en el curso del

experimento,
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La Figurz= 13 indica que la activacidn
de la deshidrogenasa succinica a pH 4cido y por Br , si -
gue una cindtica de primer orden ¥y que la adicidén del
anién se traducz cn un zumento de unas tres veces en el
valor de la constante aparcnte de velocidad para este pro-

ceso,

2. Relacidén cntre zctivacidn de 1z deshidrogenasa succi -

nica y contenido de oxzloacetato de mitocondrias de
coliflor

Ta -

Los ressultados presentados en la
bla II irndican que tantc lz enzima de coliflor como la de
poroto mung, se encuentra cn un gran porcentaje en el es -

tado desactivado. Cor el objs%o de analizar si la frac -
J A

£

en egsts estado conticne o

ru

cién de la enzima que sc gisl
no oxaloacetato firmementz unido y si el proceso de acti -
vacién implica desplazamicento y disocziacidn de este oxalo—
acetato, tal como sc ha descrite para la enzima de mami -
feros (74 = 76), sz incubd 1z enzinma a 30° con Br 0,2 I

a pH 6,0 y se deternmind el conterido de oxaloacetato de

la cnzima antes y despuds de 1a activacidn. Los resulta -
dos presentados en la Tabla IV indican que antes de some -
ter la enzima al proceso d= activacidn, las particulas con
tenfan 0,06 mmoles de oxaloacetato por mg de proteina; en

ica activada y lavada por

i
By
o

cambio, en la preparacién enzimé

ar la presencia del ceto-

c

centrifugacidn, no sz pudo detec

dcido, Una rmucstra control (amo act 1vada) incubada a 30°

Yy 2 pil 7,2 en ausencia de Br y tratada en forma similar

2 la muestra activada, contenfa también 0,06 nmoles de
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Figura 13. Cinética de sctivocidn dz 1la deshidrogenasa suc-

cinica a pH 4cido en presenciz y ausencia de Br
0,1 ¥ en mitocondrias sonicacas de coliflor.

(0): oH 6,1; @): pH 6,1 cn presenciz de Br 0,1 M, Las
) o IEE b b

condiciones experimentales fueron las mismas gue para la
La concent acidn de 12 cenzima dssactivada se

achividad de la enzima

Figura 12.
exprasé como la difercncia cntre 1la

totalmente activada y la actividad de 1z enzima medida a

los tiempos indicados.
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Tabla IV, Activacidén de 1la deshidrogenasa succinica por
Br y liberacibn del oxaloacetato ligado fir«

memente,

fitocondrias sonicadas de coliflor (46 mg), se incubaron
a 30° con NaBr 200 mlf en presencia de amortiguador MES
0,133 M pH 6,0, en un volumen final de 5,0 ml. A los
tiempos indicados, se tomaron zlfcuotas de 15 ul, a las
cuales se les determind 1la actividad de 1a deshidroge -
nasa succinica a 15°, La actividad sspecifica de la en
zima totalmente activada fue 0,068 umoles de succinato/
min x mg de proteina. Después de 18 min de incubacidn,
la muestra se enfridé a 0° y se centrifugdé 30 min a
144.000 x g; el residuo se resuspendid en 3 ml de amor-
tiguador HEPES 50 mif pH 7,5 y se centrifugd nusvamente
en las condiciones anteriores. =1 scdimento resultan —
te se resuspendid cn 2,2 ml del mismo amortiguador y

oe precipité con 0,3 ml de 4cido perclérico al 70%
(p/v). Bl sobrenadante que conticne el oxaloacetato
liberado por el &4cido percidrico, sc neubralizé con KOH
£ 11, se clarificé por centrifugacidén y finalmente se de-
terminé fluorimétricamente el contenido del oxaloacctato.
21 contenido de oxaloacetato de la enzima desactivada sc
determiné en otra muestra tratada en forma similar, ex -
cepte que se mantuvo a pH 7,5 vy sc onmitid 1la adicidn de

NaBr,

84
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Tabla IV
Tiempo a 30° Actividad %Activacién Contenido de
enzimitica® méxima oxaloacetato
min nmoles / mg
de proteina
0 0,025 21 0,06
0,086 71
10 0,101 83
15 0,107 89
18 0,107 80 0,00

La actividad enzimdtica sc

absorbancia a 600 nm/min x

mitica.

expresdé como el cambio de

15 pl de preparacidn enzi-

El porcentaje de activacidn se calculdé tomando crrmo

100% la actividad médxima producida mediante la acti -

vacién por succinato,




|
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oxaloacetato por mg de prote{na.

Es muy dificil concluir sélo en base a
estos experimentos gue el oxaloacetato detectado en las
particulas extensamente desactivadas estid ligado dnicamen-—
te a la deshidrogenasa succinica. Idealmente, estos expe-
rimentos deberian haberse realizado en preparaciones alta-
mente purificadas y homogdneas de la enzima, las cuales
fueron imposible de obtener. Entre los procedimientos en-~
sayados para extraer la enzima en forma soluble se pueden
mencionar los siguiesntes: incubacidn de las mitocondrias
con fosfolipasa A de veneno de laja naja, tratamientos con

varios agentes caotrépicos, extraccidén alcalina de polvos

acetdnicos y butandlicos de mitocondrias sonicadas y tra

tamientos con distintcs detergentecz.

G. EFECTO DEL 2,4-DINITROFENOL EN LA ACTIVIDAD ENZIMATI -
CA DE LA DESHIDROGENASA SUCCINICA

En mitocondrias de corazén o de higa -
do, los agentes desacoplantzs, tales como el DNF, produ -~
cen una desactivacidn ridpida y extensa de la deshidrogena-
sa succinica debido, probablemente, a gue inducen la oxi -
dacidn casi completa de la COQIOHZ enddégena (65). Sin em-
bargo, en mitocondrias de coliflor, el DNF a concentracio-
nes suficientes para producir el desacoplamiento completo
de 12 respiracidn del proceso de fosforilacidm (66 ul), no
indujo la desactivacidn d= la znzima presente en forma

parcialmente activa en dichas mitocondrias (Tablza II), ni
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contrarresté la activacidn producida por sustratos NAD-
dependientes, a pesar de que este tipo de activacidn es,
seguramente, mediada por la COQIOHZ.

51 efecto del DNF sobre el estado de
activacidén de la deshidrogenasa se estudié con mayor pro-
fundidad en mitocondrias de porotc mung. Mitocondrias de
esta especie vegetal, con una razén de control respirato-
rio de 4 a 5§ con malate o succinato como sustratos, se
titularon con DNF, con 2l objecto de determinar la concen-
tracidn de sste compueste requerida para producir un de -
sacoplamiento total de los procesos de respiracidn y de
fosforilacidén, En ssguida, las mitccondrias se incubaron
a 30° con DNF 1,3 ml, que corresponde a una concentracidn
significativamente mayor a laz requerida para producir de-
sacoplamiento completo y se tomaron alicuotas a diferen -
tes tiempos para determinar la actividad de la deshidro -
genasa succinica. En estas condiciones no se observd
ningin efecto del DNF, a pesar de que el nivel de acti -
vacién de la enzima antes de la adicidén del desacoplante
(21 a 40%), habria permitido detectar ficilmente cualquier

efecto desactivante.
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IIT SUSTITUCION DEL GRUPC PROSTETICO DE LA DESHIDROGENASA
SUCCINICA POR ANALOGOS FLAVINICOS

A, ENFOLUE EXPERIVMENTAL

El procedimiento experimental disefiado
(Fig. 14) fue el siguiente: se cultivdé levaduras de la ce-
pa HK 645 (79, 103, 104) en oresencia de diferentes anilo-
gos de riboflavina, como uUnica fuente de flavina en el me-
dio de cultivo. Posteriormente se solubilizé y se purifi-
c6 la deshidrogenasa succinica sintetizada por las células
en esas condiciones, con el objeto de analizar sus propie-
dades cataliticas e identificar la flavina que forma su
grupo prostético. Para identificar el grupo prostético
flavinico, la enzima purificada se hidrolizé con enzimas
proteoliticas; en seguida, sc aislaron los péptidos flavi-
nicos resultantes y se rompid 21 enlace flavina-proteina,

Los compucstos anflogos de riboflavi -
na empleados fueron: 7-metilriboflavina y 8-metilribofla -
vina. La estructura de cstos andlogos y la de la ribo -

flavina se esquematizan en la Figura 15,

I,
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Figura 14. Procedimiento experimental para identificar la
flavina del grupo prostéiico de la deshidroge-

nasa succinica de lzvadura,

Cultivo de 12 levadura com Ziferentes andlogos de ribofla-

vina

Solubilizacidn y purificacidén de la deshidrogenasa succinica

Digestidn protecolitica

Aislamiento de los péptidos flavinicos

Ruptupa: decl enlace covolente flavina-proteina

|

Identificacién de 12 flavino libre resultante
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Figura 15. Estructura de la riboflavina, 7-metilribofla-

vina y 8-metilribof1avina

A: riboflavina; B: 7-metilriboflavina; C: 8-metilribofla

vina,
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B, CRECIVMIENTO DE LA CEPA MUTANTE HK 645 EN PRESENCIA DE
DIFERENTES FLAVINAS

1. Crecimiento aesrdbico

Zn la Figura 16 se presentan las cur-

vas de crecimiento aerdbico del Baccharomyces cerevi -

siae HK 645 en presenciz de riboflavina, 7-metilribofla -
vina y 8-metilriboflavina. Como se puede apreciar en esa
figura, la cepa de levadura emplsada puede utilizar cual-
quiera de los dos andlogos metilados de riboflavina para
Ssu crecimiento. Sin embargo, la valocidad de crecimiento
‘depende de la naturaleza ds 1z flavina adicionada al me -
dio de cultivo. Con 8-metilriboflavina el cultivo 1legd
a la fase estacionaria despuds de 46 horas de incubacidén
en las condiciones especificadas cn la leyenda de 1la Fi -
gura 16. Con riboflavina, =1 periodo de incubacidn fue
de 72 horas, mientras que con 7-metilriboflavina, el cul-
tivo sdélo 2lcanzdé 1la fasc cstacionaria después de 98 ho -
£1.

ras de incubacidn. Z=En auscnciz de

o}

avinas no se¢ obscr-

vé crecimiento del mutants,

2. Crccimiento anacrdbico

La cepa mutante HK 645 pueds crecer
anaerdbicamente (Figurs 17) utilizando cualquiera de las
tres flavinas mencionadas. Sin embargo, a diferencia de

lo que suczede con 21 crecimiento azrdbico, en estz caso
3

{}

ne se observd diferencias zn la veclocidad de crecimiento
de acuerdo a2 la naturaleza de la flavina presente en el

medio de cultivo. Estos resultados sugicren que la




Figura 16. Crecimicnto asrébico de ka cepa mutante HK 645

de levadura.

Las condiciones para realizar los cultives se describen
en METODOS (D). Se empled el medio de cultivo libre de
riboflavina descrito en KETODOS (). (@): 5 mg/l de ri-

boflavina; (A ): 5 mg/i de 7-metilriboflavina; (o): 5
mg/1 de 8-metilribaflavina,
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Figura 17. Crecimiento anaerdbico de la cepa mutante

HK 645 de levadura.

n las condiciones des =

©

El cultivo anaerdbico se rezlizé

(0]

critas en METODOS (D), empleando el medio de cultivo 1i -

rdo a 1la técnica des

V)
]
£
)

bre de riboflavina, preparado do
crita en METODOS (). La cantidad de {lavima agregada al

medio de cultivo fue de 5 mg/i. La grifica representa el

crecimiento en presencia de riboflavina.
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diferencia observada en el crecimiento aerdbico del micro-
organismo se deberia a diferencias en la efectividad de

dichas flavinas en el metabolismoc aerdbico de estas célu -
las al actuar, probablemente, a nivel de alguna(s) flavo -

enzima(s).

C. ANALISIS DEL CONTENIDO FLAVINICO INTRACELULAR

21 heche des que =sta cepa de levadura
riboflavina dependiente pueda crscer en presencia de 7-
metilriboflavina y 8-metilriboflavina, no significa nece-
sariamente que dichos compuzstos sean incorporados como
tales a las células, ya gue podrian ser modificados por
descomposicidén durantec la esterilizacidn del medic de
cultivo o por tramnsformacidén 2 riboflavina en el interior
de las células., Con cl obieto de descartar estas posibi-
lidades, levaduras cultivadas zn presencia de los dos a -
nilogos de riboflavina se extraicron con Acido perclérico
¥y los extractos, una vez nesutralizades, se analizaron me-
diante cromatografia en cana delgada. Los resultades pre
sentados en la Figura 18 indican qus en los extractos ce-
lulares de las levaduras cultivadss con 7-nmnetilriboflavi-

na y 8-metilriboflavina no se detcetd riboflavina,
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Figura 18, Andlisis del contenido flavinico intracelular
de levaduras cultivadas cn presencia de ribo-
flavina, 7-metilriboflavina y 8-metilribofla-

vina,

Células de la cepa HK 545 cultivadas con riboflavina, 7-
metilriboflavina v 8-metilriboflavina, obtenidas segin se
describe en METODOS (D, Z v F), sc homogeneizaron con 5
voldmenes de HC1O0 al 10% (v/v). Después de separar los
restos celulares ﬁgdiante centrifugacidén, los extractos
percldéricos sc neutralizaron con XCH 7 sc concentraron por
evaporacidn 1l vacfo, Los oxtractos sec analizaron median-
te cromatografia en capa delgada, cn placas de ceclulosa
Eastman Kodak, utilizando como solvente butanocl/Acido acé-
tico/HZO (12:3:4, v/v/v). Las flavinas se visualizaron me
diante mu fluorescencia, iluminando la nlaca cromatografi-

ca con luz ultravioleta. E1 nimero bajo cada mancha re -

presenta el RF de cada muestra.
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D. DETERVINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA
SUCCINICA Y DEL CONTENIDO DE 8 L -HISTIDILFLAVINA EN
LEVADURAS CULTIVADAS CON DIFERENTES FLAVINAS

Como sz indicdéd en las Seccicncs A y
B, la 7-metilriboflavina y lz 8-mztilriboflavina son ca-
pPaces de reemplazar a la riboflavina en la induccidn del
crecimiento del mutante HX 645. A nivel molecular, este
hecho sugiere que dichos anflogos poedrian reemplazér a

la riboflavina como parte del grupo prostdtico de la des
k O s + o

e}

hidrogenasa succinicz y dz otras flavoproteinas, a pesar
de tener modificacioncs en el anillo bencenoide del mi -
cleo de iscaloxazina, en posiciones claves para la unidn
del grupo prostdtico al esqueleto proteico de la flavo -
proteina (45).

Los resultados presentados en la Ta-
bla V muestran que las levaduras cultivadas en presencia
de los anflogos tienen una capacidad respiratoria normal,
como- la indica el hecho que el consumo de oxigeno, en
presenbia de glucosa, es muy similar al de levaduras .cul
tivadas con riboflavina., ZEsta Tabla nuestra, ademés,
que la actividad especificz de 1a deshidrogenasa succi -

nica de preparaciones de particulas submitocondriales de

"levaduras cultivadas en presenciz de 7~metilriboflavina,

8-metilriboflavina y riboflavina, es muy similar. Una
diferenciz mds marcada se observd al determinar el con -
tenido de § o(—histiiilflavina de =sas preparaciones

particuladas. En efacto, tal como se indicz en la Tabla




Tabla V. Incorporacién de flavinas en lz deshidrogenasa
sucefnica dursate @l crecimiento aerébico de la
levadura mutente HK 045.

Los cultivos de la cepa HX 64 e realizaron en las con -

diciones descritas en la leyenda de lz Figura 16. Z1 con

sumo de oxfgeno, la actividad de la deshidrogenasa succi-

nica y lz concentracidn de histidilflavinz, se deternmina-

ron en la forma descrita em VETODCS (K, 11 vy W).

101
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Tebla V

Flavina Concentracidén mow de las Actividad Histidil Nimero de
de la flavina células enzimitica flavina ﬂmnmawwo%
en el medio en EBETP
mg/1 pmoles de pmoles de  pmoles/
ON\EWS x mg succinato/ ng
de peso nin x nmg
seco
Riboflavina 5 88 0,30 21 14,000
8-le ilribo
flavina 5 102 0,34 48 7.080
7-lMetilribo
flavina 5 90 0,36 36 10,000

#

Vmix (PKS

1

Moles de succinato oxidado/min x mol de higtidilflavina, a

30°, pE 7,5
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V, la incorporacidén <e flavinas en 1z deshidrogenasa suc -
cinica fue mayor en levaduras cultivadas con 8-metilribo -
flavina que en el caso de las células que contenfan 7-me -
tilriboflavina o riboflavina, 3Esta diferencia en el con -
tenido de la flavina unida covalentemente se tradujo, a su

vez, en diferencias bastantes marcadas en 21 ndmero de re-

3]
o

(018

cambio de la enzima & lulas cultivadas con riboflavina

®

c
0 7-metiiriboflavina, con respecto a la enzima provenien -

te de células con 8-metilriboflavina.

(&)

. CARACTERIZACION ENZINMATICA PARCIAL DE LA CADENA RES -
PIRATORIA DE LEVADURAS CULTIVADAS EN PRESENCIA DE LAS
DIFERENTES FLAVINAS

Los resultados presentados en la Ta -
bla VI muestran gue lz similitud zncontrada en los valores
de la actividad especifica de 1la deshidrogenasa succinica
de levaduras cultivadas con riboflavina ¥y con los dos 2 -
nidlogoe (Tablz V), se reflsja tambidn en otras activida -
des esnzimiticas, tipicas de la cadena respiratoria mito -
condrial, Zn este sentido, particularmente interesante 2s
el hecho que la actividad de la NADH deshidrogenasa, que
al igual que la deshidrogeansa succinicaz, es tambidn una
flavoproteina (105), seca muy similar para las tres flavi -

nas.




Tabla VI, Comparacidn de algunas actividadss onzimb-
ticas de la cadena respiratoria de levadu-
ras cultivadas con riboflavina, 7-metilri-

boflavina y 8-metilriboflavina,

cr

82 cultivaron en las

L%

Las levaduras de la cena HE 44

'...l
0]

condiciones especificadas en 1la cyenda de le Figura
16. Una vez alcanzada la fasc cestacionaria de creci-
miento, sc colectarcn las cdlulzs ¥ Se prepararon par-
ticulas submitocondriszles, de acuerdc 2 1z Sdcnica pa-
ra cxperimentos on pequafia escals descrita en VETODOS
(@), Las diferentes actividades enzimdticas se deter-

minaron segin se¢ describe 2a ITZT0203 ().




Tabla VI

105

Flavina en Yeshidre  NADH deg Succino  NADH Cite -

medio de genasa hidroge~  oxidasa oxidasa cromo

cultivo succinica nasa oxida~

sa

mmoles de sustrato oxidado/min x mg de protefn-

Riboflavina 0,69 0,96 0,14 0,26 0,53

7-lletilribo

flavina 0,70 0,89 0,13 0,36 0,75

8-Metilribo

£lavina 0,70 0,92 0,13 0,31 0,68

e __ ___
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*d

o« ZIZFECTO DEL pH EN LA FLUORESCENCIA DE LAS SaL—HISTIDIL-
FLAVINAS

Z1 hecho que la deshidrogenasa succi -
nica en levaduras cultivadas con los derivados metilados
de riboflavina (7-metil y 8-metilriboflavina) sea activa y
contenga la flavina unida covalentemente, planteé el pro -
blema de identificar tante la flavina que forma parte de
la enzima, como el enlace mediante el cual dicha flavina
se une z la apoproteina, 321 primer punto seri considera -
do en la parte final del presente trabajo. B2En relacidn a
la caracterizacién del enlace covalente flavina-proteina,
una de las metdédicas mis empleadas con tal objeto ha sido
2l andlisis de las caracteristicas de la fluorescencia de
los péptidos flavinicos quc resultan de la digestién pro -
teolitica de las flavoproteinas (55, 106, 107).

En la Figura 19 se presenta el efecto
del pH sobre la emisidn dec fluorescencia de los péptidos
flavinicos resultantes =21 tratar con tripsina y quimitrip-
sina, preparacioncs particuladas de deshidrogenasa succi -
nica obtenidas de levaduras cultivadas con riboflavinas
(Figura 19 A), 7-metilriboflavinz (Figura 19 B) y 8-metil-
riboflavina (Figura 19 C). Como se muestra en la Figura
19, en los tres casos el perfil de variacidén ds la fluo -
rescencia con el pH fue esencialmente el mismo. En todos
los casos, lz intensidad de la fluorescencia fue méxima
aproximadamente 2 pH 3,0 , disminuyendo gradualmente a va-
lores de pH mds altos, de tal forma que a2 pH 7,0 aproxi -

macdamente, un 75 2 un 90% de 1z fluorescencia medida a pH




Figura 19, Efecto del pH sobre 1a fluorescencia de pép -
tidos flavinicos de 1la cepa HK 645 cultivada
aerébicamente con riboflavina, 7-netilribofla

vina y 8-metilriboflavis

Vi
M

Los péptidos flavinicos sc obtuvieron de ascuerdo z 1la téc
nica descrita por Singer y col, (89), Una vez realizada
la digestidn proteolfiica de lzs preparaciones de ETP;

g0 tricloroacétice (con -

o
o
0
N

las muestras se trataron co
centracidn final, 5% v/v), durante 12 horas a 38°, con el
objeto de hidrolizar laz “ormz dinucleotfdica de la flavi-
na, a2 la forma mononucleotfdica., 3n seguida, se midid
la fluorescencia de 1=z solucidén sobrernadente a diferentes
PH, lo que se logré mediante adicion=s secuenciales de

o

HaCl, Los valores de fluorescencia

O]
W

cerrigieron por la

=

dilucidn respsctiva, La fluorescenc expresé ern uni-

™
@
W

dades arbitrarias,
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Tr

3,0 se encuentra reprimida, 21 pia aparente para esta ex-
tincién (quenching) de la fluorescencia fue 4,6 a 4,7 pa -
ra los tres péptidos flavinicos analizados. Este valor de
pKa es caracteristico para flavinas sustituidas com un ni-
trégeno terciario ionizable, preferentemente heteroaromi -
tico, tal como uno de los nitrdgenos imidazdélicos de un

residuo de histidina (55, 1086).

G. ESPECTRO DE EXCITACION DE LA FLUORESCENCIA DE LOS PEP-
TIDOS FLAVIIICOS

En la Figura 20 se presentan los es -~
pectros de excitacidn de lz fluorescencia de ambos deriva-
dos metilados de la riboflavina y de los péptidos flavini-
cos resultantes de la hidrélisis triptica-quimotriptica de
preparaciones particuladas de la deshidrogenasa succinica,
proveniente de leﬁaduras cultivadas con dichos derivados,
Con el objeto de no complicar innecesariamente dicha fi -
gura, no se incluye lcs espectros correspondientes a la
riboflavina y al péptidoc flavinico respectivo, por ser és-
tos idénticos a sus equivalentes presentados en ella. Co-
mo se puede apreciar =2n la Figura 20, los espectros de ex-
citacidn de la fluorescenciz de ambas flavinas libres son
idénticos, presentando miximos a2 375 y 445 nanometros, al
iguzal que 1la riboflavina; Los espectros correspondientes
a los péptidos flavinicos réspectivos también son idénti -
cos entre si e indistinguibles del espectro correspondien-

te a los péptidos flavinicos gue contienen riboflavina,




Figura 20. Espectro de excitacién de la fluorescencia de
7-metilriboflavina, 8-metilriboflavina y de
los péptidos flavinicos provenientes de célu-
las de la cepa HK 645 cultivadas con esos a -

nilogos.

(===): 7-metilriboflavina; (xxx): 8~-metilriboflavina;
(=.-): péptidos flavinicos (7-metilriboflavina);

(—): péptidos flavinicos (8-metilriboflavina).

Los péptidos flavinicos sc obtuviecron 7 se convirtieron

a la forma mononucleotidica, segin se describe en la le-
yenda de la Figura 19, Los espsciros sz determinaron di-
solviendo la muestra Zlavirica cn urz solucidn amortigua-
dora citrato de sodio-fosfato de sodio 0,1 I, pH 3,4 ¥y
registrando la fluorescencia emitida z 525 nm al variar
la longitud de onda de la radiacidn de excitacidn desde
300 a 500 nm, La intensidad de la fluorescencia se expre-

sa en unidades arbitrarias.,
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presentando una desviacidn hipsocrdnica del pico de 375 nnm
a 345 nm, BEsto es caracteristico para flavinas sustitui -
das en la posicién 8 ol (55, 106, 108),

Debido 2 que las caracteristicas es -
pectrales de la riboflavina y los dos anélogos son exac -
tamente iguales (Figuras 19 y 20), para demostrar que la
deshidrogenzsa succinica sintetizada por las levaduras en
presencia de los derivados metilados de riboflavina, con -
tiene 1la flavina modificada como grupc prostético, se a -
nalizé por cromatografia en capa delgada la flavina libe -
rada despuds de la ruptura del enlace covalente flavina -
protefna en los péptidos flavinicos respectivos. Esta
metédica sélo se pudo aplicar en el casc de la 7-metvilri -
boflavina, ya que no se dispuso de una cantidad suficien -
te de 8-metilriboflavins como para llevar a2 cabo los cul -
tivos de levadura en gran escala, como lo regqueria el pro-

cedimiento,

H., SOLUBILIZACION Y PURIFICACION PARCIAL DE LA DESHIDRO -
GENASA SUCCINICA DE SACCHAROKYCES CEREVISIAE

21 dnico nétodo de solubilizacidn y
purificacidn des la deshidrogenasa succinica de levadura
fue publicado en 1957 nor Singer y col. (109) y consistia
en una extraccidn alcalina de un polvo butandlico mitocon-
drial. Este mdtodc resulid poco satisfactorioc para los

prop8sitos delirzados antsriormente, yz que con él se ob -

tiene una preparacién cnzimitica parcialmente inactiva y
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con un rendimientc muy bajo. Debido a estas razoncs, fue
necesario disefiar un método que no presenvara los problzs -
mas seflalados. 3Zste métode sec basé en el procedimicnto
descrito por Davis y Hatefi (52) y consistid =2n la extrac-
cidén de una preparacidn dz particula transportadora ds o -
lectrones (ETP) con un agente cactrdpico (HaClOﬁ). A con-
tinuacién se describe las ctapas seguidas en la-purifica -~
cidn de la enzima de levadura, todas las cuales se reali -
zaron entre 0 v 3°,

Las preparacicnes de ETP obtenidas de
acuerdo a como se describe en MITODOS (preparaciédn en gran
escala), se centrifugaron z 105,000 x €t durante 30
minutos. Bl sedimento se resuspendié en un medio conpucs—
to de amortiguador Tris 50 mlf, succinato de sodio 20
DIT 5 =¥, pH 8,0, para dar una concentracién de protefnas
de 13 mg/ml, Esta suspensidn sc tratd con una solucidén 8
. de perclorato de sodio (pH 7,0), para dar unz concentra-
cidn final del agente caotrdpico de 0,8 I y se incubd du -
rante 20 minutos con agitzcidn ocasionzl sobre hielo; pos-
teriornente, se centrifugd = 105.000 x Engyx POT 60 minu -
tos.

La solucién sobrenadante que resultd
del tratamiento de las particulas submitocondriales con =1
perclorato de sodioc, se fracciond con una solucidn de sul-
fato de amomnio a pH 7,0. La frzcecidn que precipitéd emtre
31,5 y 50,5% de saturacidn sz colectd mediante centrifuga-
cidén a 20,000 x .4, POT 10 minutos, Esta fracecién puc -
de mantenerse por algunos dias sin grandes pérdidas de ac-

actividad si 32 mantienc congelada a =70°, bajo una
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atmdsfera de nitrdgenc v en forma de precipitado,

Lz fracecidn resultante del tratamicnto
con sulfato de amonio sz disolvié en un volumen suficicen -
te de un medio compussto por zmortiguador Tris 50 mlZ, suc-
cinato de sodio 20 r y(a -nercaptoetanocl 10 mif (pE 8,0),
para dar una concentracidn de protefnas de 30 a 40 mg/ml,

La sclucidn resultante sz somcetid 2 una filtracidn en una

co

columna de Sephadex 3-200 (1,5 x 28 cn), la cual se ccui -
librd y eluyd con la misma solucidn utilizada para discl -
ver la enzima, Como muestra la Figura 21, de la columneas
cmergen dos picos que contienen la actividad enzimitica.
El primero de estos nicos de actividad eluye en el volumesr
de exclusidén de la columnz y representa aproximadanente

un 40% de lz actividad cnzinmdtica recuperada de la colum -
na, mientras que el segundo, que representa el 60% recstan-
te de la actividad, es retenido en la columna y contisne
s6lo una pequefiz fraccidm de la protefna total. Las frac-
ciones correspondientes o los dos picos se combinaron por
separado y se precipitaron, llevdndolas a un 70% de satu -

racidén con sulfato dez aronio. Para presarvar la actividad

enzimitica de estas dos fracciones, se mantuvieron conge -
ladas a2 -70° en forma dc precipitado y en condiciones anac—
rdbicas,

2n 1a Tebla 7ITI se presenta un resumen

de la purificacidn de la snzima de 1a cepa de levadura co-
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é para disefiar el mdtodo de
purificacidén. Como sc muestra con dicha Tablz, tanto el

rendipiento como la actividad especifica de las distintas
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Figura 21, Filtracién nmolecul en columna de Sephadex

ﬂ)

G-200 de la fraccidn precipitada entre 31,5

50,5% c¢= saturacidn con sulfatoc de amonio.
2

. g de proteina) resultan-—

]

La preparacién enzimdtica (21,

te del fraccionamiento con sulfato de amonio, se disolvid
en un volumen fimal ds 0,7 ml1 de una solucidn formada por:
amortiguador Tris 50 mif, succinato de sodio 20 mM y -
merceptoetanol 10 miI, pE 8,0 y se aplicéd a una columna de
Sephadex G-200 (1,5 x 28 cm) equilibrada y clufda con 1z
misma solucidn amortiguadorz. 52 colectaron fracciones

de 1,0 ml 2 las que se le midid inmediatamente la activi-
3]

‘n

dad de lz deshidrogenasa suceinics a 30° (o), por el né -
todo del PIS-DCIP (91) v la absorbancia a 280 nm (@), La

actividad enzimatica de cada fraccidn sc expresd como los

unoles de succinato oxidado/min x zlicuota de 30 ul.




(1W)NOIONTI3 30 NIWNTOA

O 9¢ 2¢ 82 d2 02 9l

P . -

8

el

ABSORBANCIA A 280 nm

@] o

» e ro
o
|

1091

[ I I I

I

| |
o o

S o

g oo n 6

ACTIVIDAD DESHIDROGENASA
SUCCINICA

Pigare 21

1sé




117

Tabla VII. Solubilizacién y purificacidn parcial de

la deshidrogenasa succinica dz levadura.

Para la prepa-acién de las particulas subnitocondria-
les (ETP) a partir de cdlulas de levadurs de la cepa
Red Star, se utilizdé la técrica - para cxperimentos en
gran cscala descrite en FETODOS (G). E1 detalle de

cada una de las ctapas del métode de purificacidn se

describen en cl texto,
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Tabla VII

Etapa Proteinas Actividad Actividad Rendimiento Histifilflavina
totales total especifica (Actividad) Total Por mg PRendi-
(mg) (unidades) (umoles de (%) (nmo- (fmoles miento
succinatgy/ les) /mg) (%)

min x mg )

it

ETP 535,0 372 (1,4) 0,7 (100) 48,2 0,09  (100)

30,5-50,5%

saturaciba

con

NH, )50 2%, 2 316 15,0 85 36,9 1,88 83
47277

Pico I, 3e-

phadex G-200 15,6 37 5,9 23 3,3 0,47 17

Pico IT,0e-

shadex G-200 5,0 08 19,4 26 19,0 2,92 40

#

La actividad enzimitica se determiné en prescencia de TTF 6,7 mlf.

T —
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fracciones obtenidas en las difercntes ctapas del mdtodo

de purificacidn, se cxpresaron tanto cen funcidn de la ac —

i

tividad enzimftica, como de la concentracidn de histidil -
flavina, Por razones que s¢ explicarin mis adelantes, 1la

actividad de la preparacid

=

1 particulada utilizada comeo na-

¥

terial de partida para la purificacidn, se determind en

presencia de TTF,
Tal come se indica en la Tabla VII, al
final del procediniento de -urificacidn se obtuvo una pre—

paracién soluble de la deshidrogenasa succfnica con una ac

o

tividad espeecifica de 19,4 unidadss/mg de protefna y un

contenide de hisgtidilflcovins

lz 2,92 nmoles/mg de proteina.

0

Sin embargo, debido 2 lz incstabilidad de ests preparacidn

1
3}

enzinmdtica, se prefirié utilizar lsz Sfraccidn obitenida me —
diante el tratamiento con sulfato de amonioc para ¢l andli-
sis de las propisdades catalftviczs de lz enzima solubls

la identificacidn de 1la flia

<
[
o
0
e
0]
-
5
i
)
o
)
it
Ci
0
r;s.
[0}
ot
ot
0

I. INHIBICION DE L4 DESHIDROGINASA SUCCINICA POR
TENOILTRIFLUORACETOHA

gura 22 se presentan los re -
sultados obtenides =21 estudiar la inhibicidn de 1s deshi -
drogenasa succinicz de 2ZTP de levadura por “enoiltrifluor-
acetons, Como se muestra en la Figura 22 A, al tratar
dichas particulas con concentraciones crecientes de ITF,

el porcentaje de inhibicidn de la actividad enzimitica
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Fimgara 22, 2fecto inhibitorio del TTF sobre la deshidroge
nasa succinica de preparacicnes de ETP de le -~

vadura.

A: BEfecto de la concentracidén de TTF sobre la actividad

de lz deshidrogerasa succinica, Lz actividad enzimdtica

se nidid mediante el mdtodo del PI'S-DCIP (91) a ' una con -

centracién fija de PI'S (0,3 ml de PI'S a2l 0,33% (p/v) en un
), en

volumen total de 3,0 ml presencia de diferentes con -

centraciones de TTF. E1l inhibidor se adiciond inmediata -
mente despuds del periodo de 10 min de activacidén a 30°,
Lz cantidad de ETP utilizada nor znsayo fue de 0,22 mg de

proteina.

+3

B: ZEfecto del TTF a diferentes concentraciones de FIS.

Condiciones experimentalecs igualzs que en A, salvo gue se
usaron concentracionzg variables de PIIS., Lla concentracidn
dz PI’5 se expresa como el volumen (en nl) de una solucidn
de PMS al 0,33% (p/v) agregado en un volumen total de 3,0
ml. La actividad enzimdticz se expresa como el cambio de
absorbancia a 600 nm/min x 0,22 mg de protefna. (o) sin

Tr7: (@) con TTIF 6,7 mi.

|
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aumenta hasta alcanzar un valor miximo equivalente a un
50% de inhibicién. Z2stz inhibicidn ss de tipo no compe -
titivo (Figura 22 B) y =i como en el caso representado en
esta figura, la concentrzcidn del inhibidor es lc sufi -
cientemente zltz como parz producir su efecto ndximo, el
porcentaje de inhibicidrn en lz velocidad mdxims es tam -

bién aproximadamente un 50%. 2or otra parte, las prepa

raciones solubles de la enzima, extraidas de las 3ITP me -
diante el método descrito, no son inhibidas por concen -
traciones de TTF suficientes para producir un 50% de in -
hibicidn en la enzima particulada., Zstos resultados son
totalmente equivalentes a los encortrados para las enzi -
mas particulads y soluble, respectivamente; de tejidos
animales (110), |

Los resultadcs presentados en 1la Tz -

bla VIII demuestra de recambioc de la enzi-

=]
a
=
(0
O
=t
]
@
£
&

ma solubls es roximadamente iguzl z la mitad del co -
rrespondiente a las prenaraciones particuladas de lz en —

zima, 3n est

U]

tabls puede cobservarse, ademds, que si es-

ta preparacidén de la enzima ligads 2 membranas se trata

(

con una concentracidn de TTF suficiente como para produ -

cir un efscto inhibitorio mfxzimo, el ndmero de recambio

de la enzima asi tratads es izual al de 1la deshidrogena -

sa succinica socluble., 3stos resultados, junto con los

presentados en la Figura 22, indicarfan qus, al igual que
(

70, 110), al solubi-
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bla VIIT

0]

=3
m

Hdmero de recambio de preparacionc particuladas

y solubles de la deshidrogenasa succinica de leva

dura & ,
Muestra Hidmero de recambio
+
ETP 15.885 ~ 100
+
Enzima solublse 8.340 ~ 260
+
ZIP + TTF 6,7 nM 8.025 - 300

® La obtencidén de las particulas submitocondriales
ZTP) y la determinacidn de la actividad de 1la des-
hidrogenasa succinica, se realizd segin se desscribe
en METODOS (G y H). La preparacidn soluble de la
deshidrogenasa succinica quz sz usé fue la fraccién
obtenida entre 30,5 v 50,5% de saturacidn con (NHA)Z
SO4 (Tabla VI), la cual se disolvié en un medio fég
mado por amortiguador Tris 50 mil, succinato de sodio
20 mM y p -mercaptostanol 10 mM, pH 8,0, Tanto las
particulas submitocondriales como la enzima soluble

provenian de levaduras de la cepa Red Star,

loles de succinato oxidado/min x mol de histidil-
flavina, 30°, pH 7,5, Vmidx (PIS). Promedio de tres

determinaciones.
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PMS, asi como el sitio responsable de la inhibicidn por

TTF. De este modo, la disminucidn de la actividad enzi -

W

mitica, que se traduce en una disminucién del ndmero de

recambio de enzima soluble, se debe a estas caracte -

e
o

M

risticas de enzima y al mdtodo de determinacidn d= su

actividad y no una irnactivacidén de =11z,

]

J. DESHIDROGENASA SUCCINICL DE LIVADURAS DE LA C2PA
FUTANTE HKX 645 CULTIVADAS EII PRESENCIA DE 7-METILRI -
BOFLAVINA

1. HNdmero de recambio

Ll

1 Lhecho de contar con un método de
solubilizacidn y purificacidn parcial de la enzina de lo-
vadura, mediante el cual 2s nosible obtener la deshidro -
genasa en formz soluble, con un buen rendimiento y un 2 -
decuade gradc de pureza, permitid el aislamiento de 1la
enzima sintetizada por el mutants, al ser cultivade con
7-metilriboflavina, La semejanza entre la enzima obteni-
da en estas condiciones y la deshidrogenasa del mutante
cultivado con riboflavina, sz manifiesta por la similitud
de los nimeros de recambio de ambos tipos de enzima (Ta -

bla IX). Como s

]
W
o]
=
(0]
3

omuesora avla IX, esta similitud
se evidenciz tanto cuando lzs 2nzimas se sncuenirzn en
forma particulada, como decpuds de solubilizarlas vy al i~

s

gual que en el casc de la enzinmz zislada de levadura co -
mercial de panaderfa (

Tabla VIII), ¢ la de tejidos de




Tabla IX. HNimero de recambio dz la deshidrogenasa suc -
cinica de levaduras de la cepa HK 645 culti -

vadas con riboflavins 7 7-metilriboflavina.

A partir de células de 1z cepa HK 645, cultivadas aerd -

bicamente en presencia de riboflavina o 7-metilribofla -
P

0

vina (condiciones cxperimentales descritazs en la leyenda

3

8 submitocondriales

0

de la Figura 16), se obtuvo particul
¥y se solubilizd laz deshidrogenasa succinica de acuerdo
al método descrito en el texto y Tabla VI. La prepara -
cién soluble de la deshidrogenasa succinica, en ambos
casos, fue la fraccifn obtenida entre 30,5 y 50,5% de
saturacidn con (Hﬂd)ZSOA, la que se suspendié sn las con
diciones descritas en la leyenda de la Tabla VII. La
actividad de la deshidrogenasa succfnica y la concentra-
cién de histidilflavina se determinaron segin se descri-

be en METODCS (M y N).

125
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Tabla IX
Flavina Tipo de Actividad Histidil- MNdmero de
preparacién especifica flavina recambio#
nmoles de nmoles /
succinato/ mg de
min x mg proteina
de proteina
| BTP 0,85 0,048 17.700
| Ribofla-
vina
Enzima
solukble 4,69 0,550 84 360
|
| ZTP 0,55 0,031 17 .600
7-tetilri.
boflavina
Enzima
soluble 1,32 0,160 8.250

i

Moles de succinato oxidado/min x mol de histidilflavina,

30°, pK 7,5, Vadx (PMS).
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maniferos (70, 110), el ndmerc de recambio de 1a enzima
scluble es aproximademente igual a la mitad del cCoOrrespon=-

diente a la enzima particulada.

2. Purificacidn de los pdoiidos flavinicos

La etapa siguiente para demostrar la
presencia de la 7-metilriboflavinz como parte del grupo
prostgtico de la deshidrogsnasa succinica obtenida en pre=
sencia de dicha flavina, fuz el aislamiento de los p‘ptl -
dos flavinicos resultantes de la digestién proteolitica ds

1

la enzima solubls. Con cste objsto, se disefid un mdtodo

6]

de purificacién basado en la pronicdad de la apoproteina

s

]
o

1]
N

esultante de la flavodoxina del Azotobscter vinelandii

de ligar firmemente flavinzs sustituf das en la posicidén

8 ol . Las bases fisicojuinicas de este método de purifi -

cacidn se detallan en el APINDICE.

[ael

Zn la Figura 3 se presenta un cuadro
resumen de las diferentes stapas del procedimiento emplca~
do para obtencr y purificar los néptidos Llavinlcos. La
digestidén proteolftica se realizd utilizando una mezela de
tripsina y quimotripsina, de acuerdo s 1a técnica descrita
por 3inger y col. (89), partiendo de 87,5 mg de proteinas,

correspondientes 2 140 mmolee de histidilflavina. La

proteolisis se detuvo por calentamicenio a 100° durante 3
minutos y la proteina coagulada so separd mediante centri-

-

fugacidén, Lz solucidn sch enadance, que contiene la mez -

o

cla peptidica, se incubd 2 38° con nucledtido pircfosfata-

sa (5 pg/amol de flavina) durante 45 min con el objeto de
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Figura 23. BEsquema de la purificacidén de los pédptidos flavi-

nicos resultantes de la digestién proteolitica de

12 deshidrogenasc succinica

Deshidrogenasa succinica

Florisil

Tratamiento con Flavodoxing

Sephadez G=50

Leidificacidn

Florisil

Metilacidn

Reducecidn con Zn

Fraccidn nc ligada tratada nuevamente con

flavodoxinga
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convertir la forma dinucleotfdica de 1la flavina unida cova-
lentemente, a la forma mononucleotidica. Una vez comproba-
da la hidrdlisis total del enlace pirofosfdrico de 1la fila -
vina, la reaccidn se detuvo por calentamiento ¥ la mezcla
peptidica se aplicd = una columnz de florisil (1,0 x 15 em),
equilibrada y eluida en la forma descrita por Kearney (41).
Bl eluido de la columna, gue conSenfa 125 nmoles de pépti -~
dos flavinicos, se 1iofilizd y se incubd per 1,5 horas con
170 nmoles de apoflavodoxinz cn pressncia de amortiguador
fosfato de sodio 0,025 I, on un volumen final de 1,0 ml;
el pH de la mezcla se ajusté 2 7,3. E1 complejo pdptido
flavinico-apoflavodoxina sc separd de los péptidos no fla -
vinicos conteaminantes, mediante filtracidn molecular cen u ~
na columna de Sephadex G-50 (0,9 x 30 em), equilibrada y
elufda con amortiguador fosfato de sodio 0,025 I pH 7,0.
2l pico de flavina que emerge en 21 volumen excluido de 1=
columna y que correspondes zl complejo péptido flavinico =
apoflavodoxina, constituyd el 31% de 1la flavina recuperada.
El péptido flavinico sec disocid de la apoflavodoxina, me -
iante un tratamicnto z 0° con TCA al 3% (p/v) en presencia

de DTT 1 mlf, La apcprotefna precipitada se elimind median-
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te centrifugacidn, renadante, gue conticne

£

los péptidos fla nalmente a una croma-
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tografia sn una columna de “lorisil (1 x 8 em). Lz frac -
cidén de péptidos flavinicos que nc se unid 2 12 apoflavo -
doxina (70 nmoless) y quz fue reternida en la columna Sephzs -
dex G-50, sc sometid 2 un nucvo tratamicnto con la 2popro -

teina (70 mmoles) en las mismas condiciones descritas
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Esto se tradujo en la recuperacién de 17 nmoles de pépti -

dos flavinicos unidos a la apoflavedoxina.

3. Andlisis cromatogrifico de los péptidos flavinicos

Los péptidos flavinicos purificados
mediante el tratamiento con la apoflavodoxina se analiza -

o
&~

ron por cromatografia en capz delgada (Figura 24). E1
andlisis cromatogrifico reveld 1a presencia de una peque -
fia cantidad de material no fluorescente, ninhidrina posi -
tivo y reveld,ademis, que los néptidos flavinicos purifi -
cados mediante los dos tratamientos con la apoproteina son,
probablemente, diferentes. En efecto, tal como se puede
apreciar en la Figura 24, el material flavifnico resultante
del primer proceso de purificacidén esti constituido casi
exclusivamente por un péptido flavinico cuyo RF es 0,20,
mientras que la flavina obtenida mediante el segundoc tra -
tamiento con la apoflavodoxina, cstd representada princi -
palmente por un péptido flavinicc con un RF de 0,39. La
diferencia en lz movilidad cromatogrifica puede atribuir -
se a una diferente longitud de la cadena polipeptidica de
los péptidos flavinicos, lo que z su vez serfa 1la causa de

la diferente afinidad de ellos por la apoflavodoxina,

4. Liberacidén dz 1la flavins unida covalentemente a los

péptidos

El cnlace covalasnte C-N, mediante el
cual el residuo de FAD de 1la deshidrogenasa succinica se
une a un residuo de histidina del sitio activo de 1a enzima,

es muy resistente. En efecte, para romper este enlace sz
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Figura 24, Anldlisis cronatogréfico de los péptidos flavi-

nicos . purificados madiante el uso de la apofl

vodoxina,

La cromatografia se realizé en placas de celulosa, utili -

r

zando como solvente: butanol/4cido acdtico/H 50 (4:1:5,

v/v/v, fase superior)., Se aplicarcn

0y

lz placa 2 nnoles
de cada unco de los siguientes compuestos: a, histidina;
2 £ ]

b, 7-metilriboflavina; c, 8ci—(u-@)—histiéilriboflavina;

d, péptidos flavinicos (primer tratamiento con apoflavodo

zina); e éptidos flavindco (segundo tratamiento con a -
3 3 O
poflavodoxina); £, péptidos flavinicos (fraccién no liga-

da a 1a apoflavodoxina), La fluorescanciz de las flavinas
se visualizé mediante la iluminacidér de la placa cromato-
gréfica con luz ultraviolsta, despuds de zcidificarla con
2 s n PR ST ’\1 E% . ) | - J— < [ zl -.__1
acido acético al § v/v)s Para detectar material pep-
tidico, se rocid =1 cromatograna con uns solucidn de nin -
hidrina al 9,2% (p/v) en butancl 7 luego se calentd duran-

te § min 2 100°, Arcas con linez puntzada: rcaccidén posi-

» - "

tiva con ninhidrina; &resas achuradas: fluorescencia amari-

la débil; 4r=azs negras: fluorsscencisz zmarilla intensa.
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6]

requieren tratamiento

g
(4N
1N

mu rédsticos, como por ejemplo, hi-
drélisis con HC1 6 I = 125° por 20 horas (55). Sin embar -
8%, estos tratamientos, juntc con producir la liberzeidn de
la flavina unide covalentements, producen una destruccidn
casi completa de ella, Por otra parte, tratamientos mis
moderados, tales como la reduccidn con Zn metidlico en pre -
sencia de 4cido trifluoracédtico, no producen una ruptura
cuantitativa del enlace covalzsnte que une 1la flavina a la
apoproteina. Sin embargc, =i el residuo de histidina se me-—
tila previamente, la liberacidn de la flavina mediante re -
duceidn con Zn, se preduce on forma cuantitativa (111).

Las condiciones para la metilacidn y la ruptura reductiva
del enlace flavina-proteina sz describen en M2TODOS. En

la Figura 25 se muestra sl espectrc de excitacidn de 1a
fluorescencia de los péptidos flavinicos, antes y después
del tratamiento con Zn. Como puede apreciarse en esta Fi -
gura, el espectro correspondientc a los péptidos flavinicos
intactos, presenta mixinos 2 445 ¥ 345 nm respectivamente,

(

los que son tipicos para las flavinas sustituidas en 1la PO~

¢]

sicidn 8 (55, 106, 108), =i

W
s
<
=3
\]
0]

gue el espectro -del ma -

(029

terial flavinico recuperado despuds de la reduccidr con In,
es 21 caracteristico para flavinas no sustituidas, con ni -

ximos a 445 y 375 nn respectivamente. Lz desaparicidn de

o]

la desviacién hipsccrémica, qus sz produce como consecuen —

[
o
[0

cia del tratamiento con

h

1, sugiere la ruptura completa del

enlace covalznte flavina-nroteina.
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Figura 25. Espectro de fluorescencia de los péptidos fla-

vinizos antes y despuds de la reduccidn con In

A: Espectro de emisidn de fluorescencia de los péptidos
flavinicos antes (——) v despuds (---) de la reduccidn

con Zn., El espectro se determind utilizando una radiacidn
de excitacién de 445 nm. 3: Bspectro de excitacidén de
la fluorescencia de las nismas musstrss., Condiciones ex -
perimentales iguales gue en la leyenda de la Figura 20,
Todos los espectros se determinaron disolviendo la muestra

flavinica en un volumen Tinal de 2 ml de una solucidn a =~

mortiguadora citrato-fosfato 0,1 II, pE 3,4.
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5. Identificacién de 1a flavina unida covalentementc

Bl material Zlavinico resultante de la

reduccidén con Zn de los péptidos flavinicos provenientes

de la deshidrogenasa succinica sintetizada en presencia de

7-metilriboflavina, se ideatificd nediante cromatografia en

capa delgada, resultando

)]
[0}

r 7-metilriboflavina (Figurz 26).

P}

Este resultado dermucstre suctitucidn completa de la ri -

|=
i

boflavina por el andlogo

®
2]

la estructura del grupc prosté-
tico de dicha enzims.




Figura 26. Identificacién de la 7-metilriboflavina des -
pués de la reduccién de los péptidos flavini-

cos con Zn

Las condiciones experimentalee para 1a cromatografia en
capa delgada fueron las mismas descritas en la leyenda de
la Figura 18. Se aplicaron a la placa cromatogrifica 5
amoles de cada uno de los siguientcs compuestos: a, ribo-
flavina; b, 8-metilriboflavina; c, 7-metilriboflavina;
d, flavina resultante de 1a reduccidén de los péptidos fla-

vinicos con Zn; €, 8l -(11-3)=histidilriboflavina; £, FI.
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DISCUBION

I. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ENZIMA DE DICOTILEDONEAS
A. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZINATICA

Para determinar la actividad de 1la des-
hidrogenasa succinica de las sspecies vegetales estudiadas
en este trabajo, se empiad un métcdo adaptado de la técni -
ca descrita por Arrigoni y Singer para la enzima de mito -
condrias de corazdn de vacunc (94). Este método hace uso
del fenacinmetosulfato y del 2,6-dicloroefenolindofencl, co-
mo aceptores artificiclss de zlectrones,

Alg autores han objetado el uso de

5
U)

este tipo de compuestos en cl ensayo de la actividad enzi -
médtica de lzs deshidrogenasss ligadas a la cadena respira -
toria mitocondrial, incluyzando la deshidrogenasa succinica,
I

£tica medida en estas condi-

r.i

nzin

debido 2 que la actividad

hJ

ciones no reflesjariz cicrias "propiedades nativas" de la

enzima, como la de re combinarse a la cadena respiratoriz u-
na vez que hea sido extraids en forma soluble de 1la prepara-
cién particulade (112). Sin embargo, es necesaric conside-
rar que 2l cnsayo basado =sn el emplec del PIS y del DCIP se
disefié con el objeto de medir la actividad catalitica de 1z

deshidrogenasa succinica y, por lo tanto, no guarda

139
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Zecesariamente ninguna rela cidén, ni con las propiedades re-
gulatorias, ni con las propicdades "reconstitutivas" ds 1a

enzima. Estas dltimas son cxpresiones de la conformacidn

(0]

proteica, que bien nocdrian no incluir el sitic cataliticc
de la enzima. A pesar de ésto, el ensayo de la activided
de la deshidrogenasa succinica con PMS y DCIP en mitocon -
drias de coliflor ¥y porote mung, refleja en una forma ouy
exacta los cambios en el zstzdo de activacidn de 1a enzima
que se producen cn diversas transiciones metabdlicas (4, 5)
(ver, tambidn, Parte II de RESULTADCS),

La determinacidn de l1la actividad enzi -
mética de la de hidrogenasa succinicz en mitocondrias de

coliflor y poroto mung, implicd dos tipos de probklemas

J

rincipales: dimpermeabilidad al PI'S de las mitocondrias

el

intactas e inestabilidad ¢e 13 en ima, HNi el PUS ni el

(=

OCIP pueden atravesar libremsnte la membrana mitocondrial
interna, de modo que para medir la actividad de la deshi -
drogenasa succinica mediante sstos accptores artificiales
de electrones, es necesario =zbolir esta barrera de permea -
bilidad. &2n nitocondrias de zaniferos, ésto se ha lograde

&4

mediante el tratamiento de sllas con fosfolipasa A, con

f

-4, o mediante una combinacidn de ambos agentes. Sin em-
barge, tal como se nmenciond =n RES SULTADOS, las mitocondriar
de ambas ecspecies vegetalcs sc comportaron de un modo dis -
tinto, ya que ninguno de 2stos tratamientos por si solos o

onjunto, produjeron la libre pcnetracidn de los colo -

()
B
Q

3

antes. Este efecto sélo sz logrd nadiante la ruptura de la

nembrena nitogondrial interna, ya sea por lz aplicacidn de

B
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ultrasonido o mediante ciclos do congelacidn y descongela -
cién., La ruptura dsz csta membrana se determind mediante
mediciones de la actividad de 1a deshidrogenasa milice (B.
C. 1.1.1.37), una enzimz tfpica de lz matriz mitocondrial

=
L se -

(100, 101), en 1z solucidn sobrenzdente que resulta =1

T

dimentar las mitocondrias tratadas. E1 hecho gue cn nmito -

condrias soricadas de coliflor, el ndmero de recambio de la

deshidrogenasa succfzica sza osricticamente igual 21 de 1la

I), indiez que des spués de sste tratamicnto se mide 1a acti-

permeabilidad a2 los colorantes cue presenta la membrana
nitocondrial interna, serfa mediante a2l empleo de prepara -
ciones de particulas submitocondriales, tales como las de
TP o© PTDI Todos los datos sxistentes parecen indicar qus
en este tipo da preparacidn, la moembrana mitocondrial in -
terna se encuentra invertida (101). De este modo, la des -
hidrogenasa succinica, originzlmente localizada en la su -
perficie interna de la mombran: interra, se encuentra 1li -
gada a la superficie oxterrs da las vesiculas que forman
este tipe de preparacidn subnmitocondrial ¥, por lo tanto,

no sxistiria ningin impsdimento para la interaceidén de 1a

U

2

ﬁ'

flavoproteinas corn los aczptores cizles de electrones.

|-I

if

m

31 segundoc %

e
i)
O

de problema encontrado

kL
)
s

en la determinacidn ds la =zctividad de 1a deshidrogenasa

o]
Ci

succinica, derivé de 1z inestabili

L' I
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)
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o
®
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o
o
N
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=
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sencia de grupos tiolss, talcs con

O
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(3—merca:toetanol, DTIT, etc. Oin embargo, la adicidén de
estos compuestos produce altos blancos de la reaccidn enzi-
mitica, debido a la reduccidn nc » enzimitica, tanto del PIS
comc del DCIP. GEsta interferenciz se elimind mediante la
adicién de HElL 0,03 I, en condiciones tales en que se pro -
dujo la reaccidén del reactivo alcuilante con los agentes
reductores, sin afectar los grupos SH de la enzima (113).

De todas maneras, como es 1dgico, la zdicidn del reactivo
complica el sistema de ensayo v, ademds, puede ocasionar
problemas en condiciones en cue por determinados tratamien-~
tos de 1la preparacidn enzimitica (por ejemplo, solubiliza -
cién), puede modificarse la reactividad de los grupos sul -

fhidrilos de 1la enzima (113).

B. ACTIVACION POR SUCCINATC

La activacidn de la deshidrogenasa ouc-

cinica por succinato, parszce ser una caracteristica general

b}

de la enzima de organismos aerdbicos (114), ya que se ha
observade 2n una gran varizdad de tejidos animales (rata,
vacuno y cerdo), en mi

tejidos de vegetales (84, 8, &7, 91)., En cambio, la des -
hidrogenasa succinica de organismos znaerébicos (115)al pa-

recer nc presgenta este Uipo de activacidn, al mencs en lzs

(?‘

condiciones experimentales =n las que se produce la acti -
vacidén de la deshidrogenasz "asrdbica", En el caso de la

enzima de coliflor y de porote =mung, este fendmeno de
b (=} ]
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activacidén se caracteriza por seguir una cinética de pri -
mer orden (Fig. 3) y por ser profundamente afectado por la
temperatura, teniendo una ensrgia de activacidn muy alta,
aproximadamente 31,000 cal/mol (Fig. 4)., Esta energia de
activacidén es muy similar z la determinada para la enzima
de tejidos animales (64, 65). La deshidrogenasa succini -
ca de coliflor y de poroteo mung, asi como la de mamiferos,
puede también ser activada por compuestos de estructura
semejante a la dei sustrato, comec por ejemplo, el malonato,
que es un inhibidor competitivo de la enzima (19 - 21) o
el fumarato, unc de los productos de la reaccidn. Otra
caracteristica de este proceso dz activacién es su rever -
sibilidad. En efecto, a2l aliminar 21 agente activante
(succinato), mediante lavados repetidos y centrifugacién,
se produce la desactivacidn de la znzima y al incubar es -
ta enzima "desactivada" con succinato, en las condiciones
en que se produce normalmente la activacidén de la enzima,
se logra la recuperacidén de 1z actividad enzimftica origi-

nal,

cionadas, eoste fendmeno de activacidn de la deshidrogena -
sa succinica por su sustratoc ¢ un andlogo de é1, puede vi-

sualizarse como la combinacidn del activador con el sitio

e la enzima, seguida de u-

jaR

activo de lz forma desactivada

10}

@

na conversidén mis lenta y reversible de este complejo a la

0
(0]

forma activada de la enzima, Z2Esta conversidn seria apa -
rentemente un cambio de conformacidén ds la proteina, el

que darfa . cusnta de la alta canergia de activacién qus
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caracteriza a este proceso y de 1la relativa lentitud con
que se produce, ya que la etapa inicial de combinacidn del
activador con la forma desactivads de la enzima, que ha

del proceso total en la

purt
w

podido ser analizada separadamasn

una reaccidén nuy rdpida

W
(6]

enzima de corazdn de bucy (69),

ot
]

¥ no presenta la dependenciz ds cemperatura que carac -
teriza al proceso de activacidn. 3sta hipétesis puede re-
sunirse en el esquena siguiente, en el cual Ei v Ea repra-
sentan las formas desactivadas ¥ activada de la enzima,
réspectivamente y A, un susiratc o inhibidor competitivo

ue actuaria como sl agente activador:
o

t
+

A———05 A &——0Ff 2
EEESR T Ty,

El agente activador estabilizaria 1la
forma activada de lz enzina ¥ al disociarse, el proceso se
invertiria répidamente, dando origen nuevamente a la for -

ma desactivada de la enzima,

Otro aspecto gue es necesario mencio -

nar, es el que dice relzcidn con 1=z posible significacidn
fisioldgica que nudiera “tenecr aste fenémeno de activacidn.

7.

Al respecto, se hs pedido comprobar que las fluctuaciones
en la concentracién de succinato en diferentes =stados me-~
tabblicos, no son lo suficiontements altas come para in -
ducir cambios apreciables en 1a actividad de la deshidro -
genasa cuccinica (4). Por lo tanto, =2s poco probable que
el succinzto pueda actuar =n condiciones fisioldgicas co -

]

mC un modulador posgitive de 1z enzima., Este punto serd
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tratado nuevamente mds adelante, al analizar los diferentes
procesos de activacidén que afcctan la actividad de esta en—

zima.

C. HNUMERO DE RECAMBIO

Otra de las caracteristicas de la des -
hidrogenasa succinica de celifior y de poroto mung, que eg
tipica de la cnzima de organismos azrdbicos, es la unidn
covalente de su grupo prostdtice flavinico al esquelsto pPO-
lipeptidico de la enzima (4, 77, 114). Esto hace que 1la
flavina se mantenga unida a 1= apoenzima, inclusoc después
de tratamientos tales como desnaturacidn térmica, precipi -
tacién por Acidos, tratamicnto con solventes orgénicos,
proteolisis, etc. Ademds de =stas propicdades, el enlace
covalente flavina-proteina le confiere a la flavina de 1la
deshidrogenasa succinica propizdades fluorescentes muy ca-
racteristicas (Fig. 19), guc constituyen la base para 1a
determinacidn cuantitativa de 21la (82), 1o que a su vez
permite determinar la concentracidn de esta flavoenzima,
en una forma independicnic dz su estado de activacidn y de
la pureza de ia preparacidn.

Con respecto al nmimero de recambio de
ia enzima de mitocondrias de coliflor (Tabla I), el valer
encontrado es muy similar al determinado para preparacic -
nes particuladas des la znzima de tejidos de mamiferos y ds

levaduras (66, 95, 114). Esta similitud indica que 1a
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eficiencia cataiftica de la desh vidrogenasa succinica de ve-
getales y la de los otros organismos mencionados, es pric -
ticamente la misma.Egte hecho constituye una nueva eviden -~
cia de la notoria comstancia an las propiedades de esta en-
zima en organismos de naturzleza muy distinta, pero que
tienen en comin ¢l hecho qus sus cdlulas suplen sus requc -
rimientos ensrgdticos a partir de "rcacciones ligadas al
oxigeno", en las cualcs 1la deshidrogenasa succinica cumple

papel preponderantz,

IT. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA
SUCCINICA DE DICOTILEDOIIZAS

A. COIMPARACION DE LAS PROPIZDADES REGULATORIAS DE LA
DESHIDROGENASA SUCCINICA DE RRASSICA OLERACEA Y DE
PHASEQLUS AUREUS

Los experimentos presentados en la

H.

Parte II de esta tesis, indican que las propiedades regula-

torias de la dechidrogenasz succfinica de porotc mung son

et

muy semejanites a las de 1la enzima de mamiferos. Las dni - -
cas diferencias encontradas fueron que el desacoplante
2,4~dinitrofenol no produce desactivacién de la deshidro -
genasa de porotorunszy que el ADP, al igual que el ATP,
pueden activarla (Fig. 9). Z2n las preparaciones de la en -

zima de coliflor, ademis de lac mencionadas, se encontraron

dos diferencizs adicionales con respecto a la enzima de
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mamiferes. En primer lugar, la activacidn, tanto nor ATP
o) pJ 2 p

)

como por ADP, se produce tambiérn en mitocondrias sonicades

=

¥ en mitocondrias sonicadase y ademds sometidas a ciclos ds
congelacidn y descongzlacidn, mientras que en tejidos ani-
males sélo el ATP preduce activacidn y su efecto se pre -
senta dnicamente en mitocondrias intactas (4, 6), La otra
diferencia es que en mitocondrias de coliflor, ni los sus-
tratos lNAD-dependientes, ni el NADH, ni la combinacién de

ambos, pueden producir la activacidén completa de la deshi-
drogenasa succinica en preseacia de antimicina A ¥ en con-

diciones anaerdbicas (Fig. 0).

B. ACTIVACICHl POR CO”IO

Los resuliados presentados en la Figu-
ra 8 ¥y 1la Tabla III irdican gue 1la deshidrogenasa succini-
ca de mitocondrias intactas de vegstales, puede activarse
mediante la adicién de NADH. 3Iste fenbémeno se deberia a
la existencia de una NADH deshidrogenasa ligada a la su -
perficie externa de la membrans nitocondrial interna, ca -
naz de reducir a la CoZ.y (97 - 99). Sin embargo, la exig
tencia de las dos NADH deshidrogenasas no explica la ac -
tivacidén incompleta producidz por el NADH y los sustratos
HAD~dependientes, en preparacionss mitocondriales de coli-
flor. Los resultados de las Figuras 7 y 8 y de 1la Tabla
IIT, sugieren que sc cstablace z2lgin tipo de equilibric
entre las formas activadas y desactivada de la enzima,
cuande los squivalentes reductores son aportados por -

s
/
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malate mids piruvato o por IADH, incluso en condiciones a2 -

nacrébicas o en presencia dc antinicina A. Cuando se a2 -

m

ega malate mids piruvato las mitocondrias de coliflor
2

i

uzsden producirse dos efectos juxtapucstos: nor una parte
J P ¥ P »
la oxidacidén del malato genera IADH intramitocondrislmen -

te, el cuzl a su vez reduce a2 la Cof produciéndose de

10?
esta manera la activacidén de la deshidrogenasa succinica;
por otra parte, el malato, 21 ser oxidado por la deshidro-
genasa mélica en la matriz nitocondrial, da origern a oxa -
loacetato, el cual produce la desactivacidén de la enzima.
El hecho quc este tipc de experimento se realice en condi-
ciones anaerdbicas, limitaria severamente la cantidad de
oxaloacetato producida., Sin embargc, como sélo basta un
equivalente molar de oxaloacstato para ocasionar una gran
pérdida de actividad de 1z deshidrogenasa succinica (70,
76), en la mitocondria nodrfs haber suficientes equivalen-
tes oxidantes como para permitir lz acumulacidn de esa
cantidad de oxaloacetato., 3Zn consecuencia,en clicaso dc le

£

activacidén por malato més piruvato, el equilibrio aparente
alcanzado podria representar =l balance de los dos efsctos
mencionados, vale decir, formacidrn de oxalcacetato y re -

duccidn de la Col La difersncia con respecto a las mi-

10°
tocondrias de higadc de rata (§), donde los sustratos NAD-
dependientes producen una activacibén casi completa de la
deshidrogenasa succinica, podria ser una consecuencia de
diferencias en lz velocidad de remocidn del oxaloacetato

por reacciones metabdlicas, talss como las resacciones de

transaninacidn.
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La posiblzs explicacidém enunciada con el
objeto de dar cuenta de la activacidn incompleta producids
por el malato mids piruvato en mitocondrias de coliflor, no
puede, evidentemente, explicar 21 efecto incompleto del
HADH., Sin embargo, es posible quz el equilibrio aparente
alcanzado ya sea con HNADH o con malato mds piruvato, refle-~

je diferentes grados de reduccidn del reservorio de Col

10
producidos por la accidn de las NADH deshidrogenasas "in -
terna" y "externa", sin que ninguna de las dos enzimas sea
capaz de reducir ¢l reservorio de Co;lo hasta un grado su -
ficiente como para permitir la activacidn completa de la

[

deshidrogenasa succinica., 8ir embargo, esta nocidn y la
compartanentalizacidn dzl reservorio de C0210 que 2lla im -
plica, no es apoyada por los resultados presentados en la
Figura 8, ya que al adicicnar cozjuntamente NADH ¥y malato
mis piruvato, ¢l grado de activacién alcanzado por la en -
zima es intermedio con rzcnecto a los valores obtenidos con
cada "activador" por separado. 21 hecho gue la inclusidn

de malato més piruvato 2 un sistena sometido a activacidn

*~

por NADH agregado externanente rstarde el proceso, apoya la
idea que la “ormacidén de oxaloacetato, adn en anaercbiosis,
puzde ser, al menos 2n parte, responsable de la activacidn

incompleta de la deshidrogenasa succinica.
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C. ACTIVACION PGR ATP Y ADP

Tal como se nmenciond anteriormente, u-

»

na de las diferencias mis sobresalientes de la regulacién

"5
6]

(=)
-

]

de la deshidrogenasa succinica de vegetales, con respecto
a la enzina de mamiferos, es la activacidn de la primera
de ellas, tanto por =2l ATP? como por el ADP y la ausencia
del efecto desactivante del 2,4-dinitrofencl, a pesar de
su efecto desacoplante. A sste respecto, es necesario
considerar que existiriz 21 mencs dos mecanismos mediante
los cuales estos nucleétidos podrian regular la actividad
de la deshidrogenasa succfnicz., 321 primero de ellos impli
caria la modificacidn del cuociente VD,IO /Co___10 v el
segundo, un efecto activador directo sobre la enzima del
ATP y ADP. En relacidén al primer mecanismo, Kroger y
Klingenberg (72) n demostrado que zl producirse la tran-
sicibén del estado 4 =1 estado 3 (115), el cuociente de o -
xidorreduccién 3021032/60;10 disminuye sustancialmente y
que lo mismo sucede en presenciz de un desacoplante de la
fosforilacidn oxidativa, Ademés, se ha podido comprobar
que en el estade 4 la desiidrogenasa succinica se encuen -
tra activada, mientras que en presencia de ADP o de un =z -
gente desacoplante, se produce la desactivacidén de la en -

(4, 6). Vale de-

zima debido a la oxidacidn de 1=z Joylg 9

cir, entonces, que este primer mecanismo para la regula -
cibn de la deshidrogenasa no sarfs otra cosa que una nue -
va manifestacién de la regulacidn de lz enzima por varia -

ciones en la concentracidn de la Col mediada por el

=10’
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sistema de comservacidn de lz energia.

1 segundo mecanismo no es mediado por

Gl

el sistema de conservacidn d= la energifa, ya que la activa-

cidén se produce en presenciz de cligomicina, pudiendo con -

r

siderarse como una regulacidn zlostdrica de la deshidroge

nasa por al ATP,.

Las mitocondrias de vzgetales, proba

|

blemente por problemas =zsociados con su aislamiento, pre
sentan cuocientes de control raspiratorio mucho menores
que las mitocondrias de mamiferos (117)., Este hecho impli-

cariz gue los niveles, en estado cstable, de reduccidn de

jul}

2}

los diferentes componentes dz la cadensa respiratoria, gque

0

caracterizan a los diforcntec estados metabdlicos de lz mi-
tocondria, se modifican bastante menos que en las mitocon -
drias de mamiferos. Por lo tanto, es posible que en las
mitocondrias de vegetalszs, la razén de oxidorreduccidn
Cogloﬁ?/Co&lo no variz lo suficiente come para notar un c-
fecto desactivante del ADP o del 2,4-din itrofenol, al i:lu-
cir la transicidén del =astado 4 al estado 3, o del estado 1
al estado 2,

La activacidén de la enzima de vegeta -
les por ADP, tanto en presencia como en ausenciz de cligo -
micinz, se explicaria de acucrdo al segundo mecanismo pos -
tulado, vale decir, que 21 ADP, al igual gue el ATP, IDP e
ITP, seria un cfeetor positivo ds 1z deshidrogenasa de po -
roto mung y de coliflor. Otra explicacidén para el efecto
del ADP, seria su conversidn sn ATP por mecanismos distin -
tos a la fosforilacidn oxidativa (por ejemplo, adenilato

quinasa),
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D, POSIBLE SIGIIFICACION IMETABCLICA DE LA REGULACION D=
LA DESHIDRCGEINIASA SUCCINICA

Uno de los factores que &s necesario
considerar, al analizar ¢l posible rol metabdlico de la rc-
gulacidén de la deshidrogenasa succfnica de vegetales, es el
efecto que tienc el ADP. B5i el cfecto de este nucledtido,
tal como se discutié e la scccidn predecente, se debe al
bajo contrel respiratorio dz las mitocordrias de vegctales
¥ a la transformacidén dz 41 an ATP mediante mecanismos que
no implican los componentes del sistema de fosforilacién

Had]
X

oxidativa, la significacidn fisioldgica de la regulacién
de la actividad de esta 2nzimz serfa muy similar 2 la que

se ha postulado para ellz en mitoccondrias de mamiferos (4,

6).

La deshidrogenasa succinica es un com
ponente comin del ciclo de Urebs y de la cadena respirato -
ria mitocondrial y,comc los rzmultzados de esta tesis indi -
can que esta flavoproteinz pusde oscilar entre un estado
activado y un estado dssactivade, estas transiciones po -
drian regular el funcionamientc de dicho ciclo. Sin embar-
g0, se ha comprobade que ain en el estado desactivado, la
actividad de la deshidrogenasa succinica no es limitante
para el funcionamiento del ciclo de Zrebs (4, 6). De es -
ta manera, la desactivacidn de la enzima, inducida por el
ADP, deja siempre una actividad residual suficiente para el

funcionamientc normal del ciclo., ZEsto se debe, probable -

e

mente, a que la sintesis de AT? durante el estado 3
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revierte la desactivacidn producida por la oxidacidn de 1la

Co inducida por el ADP.

~10"2

De modo que la deshidrogena

sa succinica no regula el ciclo de Krebs, sino que mids bien

es regulada por el estade metabdlice de 1la mitocondria,

fluctuando su actividad 2n un

los extremos.

rango de 5 a 0 veces entre

face algunos afics, se comprobd (118 -
las

120) que los sustratos de la

ligadas a2 la cadena razspiratoria interferfan entre si en 1
oxadacidén de cada unc dz =llos. G3s

se debe a un sobrzpaso de 1z ¢

te de electrones de 1la cadenz
tra, por ejemplc, el hechc de

de un sustrato que se oxida a

diferentes flavoproteinas

)

.

ta inhibicidn mutua no
apacidad mixima de transpor - -
respiratoria. Asi lo demues-
. . 2
gque lz presencia simultdnes

-

alta velocidad, tal como el

succinato y de otrec ques se oxida lentamente, tal como la

colina, se traduce en un menor consumo de 0z que con sucei-

nato solo (120, 121). Zste comporiemiento sugiere que el

sistema de transporte dec elecirones pucde "orientarse" ha -

cia aquella flavoprotsina que

da en un momento dado, no asta

se encusntra en forma reduci-~

ndo, entonces, disponible pa-

ra aceptar electrones ds las otras flavoproteinas. De

manera gque si existi

V]

ra ur Zlujo suficiente de succinato

como para mantener la znzima en un gran porcentaje en el

estad

cinica, en estas condiciocnes,

HADH., I1ldentracs =n cads vuelta

ra 10 moles de AT? debide 2 1a

3

te 2 moles de ATP resultan del

o reducido, la alta actividad de 1la deshidro snasa suc
3 ——

3

restringiria la oxidacidén del

del ciclo de KXrebs se gens -
oxidacién del NADH, solamen-—

paso succinato—sfumarato,
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De modo que lz sfntesis aczlerada de ATP requeriria cierta
inhibicidn de la actividad de la deshidrogenasa sucefinica
pPara permitir una mixima velocidad de oxidacidén del NADH,
Sin embargo, la inhibicidn ds la enzima no debe ser lo su -
ficientemesnte grande como para que su actividad se haga 1li-
nitante para cl funcionamiento del eiclo de Krebs. Zsta
situacidn ocurrec cn 1z prictica, ya que s¢ ha comprobado
(4, 6) que 21 agregar ADP a mitocondrias de hfgado de rata,
se producs immcdiabamente una Srusca disminucién de 1z ac -
tividad de 1a deshidrogenasa succinica, pero la desactiva -
cién no llega a lfmites 2 los cuales la actividad de la en-
zima es limitante, pues antos de que zllo ocurra, comienza
la acumulacidn de ATP ¥ la flavoprotefina se activa nueva -
menve,

La regulacidn que se propone y que ya
a sido postulads para l= enzima de mamfferos (4, 6), ope -
raria de la siguiente manera. Cuando el cuociente ATP/ADP

es baje y por 1o tanto se necesita la sintesis acelerada de

HITY

ATP, ia deshidrogenasa sucecinica estar desactivada, debido
parcialmente, 2 la baje concentracidn de ATP (un activador
de la ernzima) y, parcialmente, porgue la concentracién de

COQIOHZ, otro activador, es bajz en el estado 3. Esto per—
mitird la oxidacién acelerads del IADH y en estas condicio-
nes se producirid una gran sintesis de ATP. Cuandoc el cuo -

ciente ATP/ADF alcance ur valo

3

alto (estado 4), la deshi -

.

uro'fenasa succin 1lca se ach

[ 1N

35 debido a la acumulacidn de

q,

ar

('l

succinato en el estado 3 (122), al aumento de 1a concentra-

cidn de Co,t,10 5 ¥ al AT? formade, 3Bsta activacidn de la
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enzima se traducird ea la oxidacidén del succinato acumulado,
con lo cual la oxidacidn del 1IADH se restringird severamen -

1 2 4 %
sminuira. Para que esta hi -

£

te v la concentracién de ATP
pbtesis tenga validez, ez preciso que existan otras vias de
formacidn dz succinato, fuerz dz la correspondiente a la o -
xidacidn del A-cetoglutarato, yz que en caso contrario, el
succinato gue se origina a partir del K~cetoglutarato zuto-
miaticamente regulard la actividad de la deshidrogenasa suc -
cinica. 8in embargoc, se cabe gue se producen cantidades o -
preciables de succinil-CoA y por lo tantec de succinato, a

"

artir de 1lz oxidacidn dz Acidos grasos de miimerc impar de
2

Q

Atomos de carbono, de aminocdcidos ramificados y de la metio-
nina (4).

Si la activacidn de 1lz deshidrogenasa
succinica producida por el ADF 2a mitocondrias de vegetales
es un hecho real y nc un efecto desbido a modificaciones ar -
tificiales introducidas a2l sistema experimental,.la signifi-
cacidbn metabdlica de la activacidn de la enzima no podria
ser la misma gue lz que tiene en mitocondrias de mamiferos,
Esto pone de manifiesto la necesidad de una investigacién
profunda del problemz, tantoc 2n mitocondrias intactas alta -
mente acopladas, como en sis;emas mis simples, comc particu-
las submitocondrialss y preparaciones solubles dz la enzima,

las que hasta la fecha han sido imnosibles de obtener, 2 pe-

sar de los miltiples intentos realizados.
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ITI. SUSTITUCION DEL GRUPQ PROSTETICO DE LA DESHIDROGENASA
SUCCIIIICA POR AWALOGOS FLAVIITICOS

A METODICA EXPERIVENTAL EMPLEADA

En las flavoproteinas, como la deshidro-

genasa succinica, en que la flavina se encuentra unida cova-

0]
(0]

lentemente a la proteins, el efecto de modificaciones quimi-
cas del grupo prostético scbre la actividad catalitica no

puede ser analizado mediante la recombinacidén de la apoen -
zima con los nucledtidos flavinicos modificados. Para estu-

a haber utilizado el método tra-

'y

diar este problema, se podr

A

dicional consistente en =21 Sratamiento de la holoenzima con

cr

diferentes reactives que produjeran modificaciones en diver-
sas pogiciones del anillc flavinico. Sin embargo, este ti -
po de metddica estd limitado por el hecho que el reactivo,
conjuntamente con producir modificaciones en alguna posicién
del grupo prostético, podriz tambidn hacerlo en otros compo-
nentes de la enzima. Por lo tanto, la identificacidn del

sitio de reaccidn del agentc modificador responsable de la

o
veriacidén de la actividad cztalitica, podria ser una taresa
bastante diffcil e imitil, en el caso que la reaccidén no o -
curriera a nivel de la flavina, Por otra parte, mediante
este tipo de metddica, probablemznte ciertas posiciones del
grupe prostético no sarian accesibles al reactive modifica -
dor, dada la estructura tridimensicnal del sitio activo.

Por estas razoncs, se prefirid lz metddica cxperinental
2 i

plantesada en la Seccidn A de 1z Parte III RESULTADOS y




157

que se basa 2n el cultivo ds un organlsmo, en este caso u-
na cepa de levadura gque reguiere la presenciaz de ribofla -
vina para su crecimierto, con diferantes compusstos zanilo-

g0s a ella., ZEn estas condicionasz, los anilogos se incor -

ck
]
)
5]
8]
9]
(&N
[0}
| ==
o]
"
b
o]
i
6]
2
(o]
-
o
[4)]
6

porardn a las digtintas flavorpo
cuales tendrin, entonces, modificaciones muy precisas en

Su grupo prostéitico, Esta metddics tiene ciertas ventajas

sobre la mencionada anteriormente, nero tambidn adolzce de

f\)

algunas limitacicnes, ZEntre las ventajes se puede mencio-
J r

ersncias producidas por 1la

i

nar la eliminacidén de las ianter

reaccidn del agente modificador con 1z proteina y el hecho

de que todricamente seria posible obiener derivados de 1a
flavina con mnodificaciones Lien deverminadas y en cada u -
na de las posicionss del anillo flavinico, 8Sin embargo,

la metddica slegida esti restringida a aquellos 2anilogos
de riboflavina que son compatibles con el crecimiento de
la levadura nmutante. 3sto excluirfia el usc de andlogos,

3

que al ser incorporados z las flavoproteinas durante el

W

igen a enzimas inactivac o con

e

ciclo de crecimiento, den o

una actvividad insuficients como Parz permitir el creci -

e

miento de la levadura., Tambidn estarian excluidos ague -
llos compuestos que, a pesar de cumplir con el requisito
anterior, tengan problemas de pernsabilidad y no puedan

pPenetrar a la cdlula da= Saccbaronyccs cerivisiae., En re-

lacidn a este punto, recisntemente se ha demostrado en la
cepa mutante HK 45, la existencia de un transporte de

astante espedlfica

()

riboflavina mediado POr uns permeassa

(123).
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B. SOLUBILIZACION Y PURLFICACION PARCIAL DE LA DESHIDRO -
GENASA SUCCINICA DE LEVADURAS Y AISLAMIENTC DE LOS
PEPTIDOS FLAVINICCS RESULTANTES DE SU HIDROLISIS

La desnidrogemnasa succinica de levadu—
ras (109), al igual que 1z enzima de tejidos animales (46,
48), es albtamente inestabls al ser extraida en forma solu-
ble del reste de los componentes de la cadena respiratoria
mitocondrial, Por este motivo, para solubilizar ¥ purifi-

ar la enzime, debe emplearss un mdtodo gue sea 1o mas ri-

0

o

ido v simple posible ¥ gue, ademds, pueda realigarse en
condiciones bastante moderzdas. '

En este trabajo, la enzima se solubi -
1izé mediante un mdtodo disefado “omando como hase la t8c-
nica descrites por Davis y Habefi (50). Por medio de este
método, fune posible extraer en forma soluble desde las
particulas submitocondriales, sntre un 80 a un 90% de la
deshidrogenasa succinica (Tabla VIT). 21 método original
deserito por estos autores pars solubilizar 1a enzina de
namiferos, requiere como material de partida preparaciones
de complejo IT do la cadena vespiratoria (124)., Este ti -

0 de preparacidn particuiada., de por si representa una
P P E 2 I

o

forma bastante purificads de 1ia enzima, perc cuya obten -
cidn es bastante larga y laboriosa., En cambio, en el caso

de la enzima de levadura, no es necesario utilizar una

b3

preparacidn particulada tan purificada de la deshidrogena-

U

82, ya que bastan preparaciones ce ETP para lograr una ex—
Fa L. - o I
Sraccion casi cuantitativa (

e ella (Tabla VII),.

e
B
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ABSTRACT

Plant succinate dehydrogenase (succi-
nate: acceptor oxidoreductase 2.C. 1.3.69.1) was studied
in relation to the general characteristics of the parti -
culated form of the enzyme, the mechanisms that regulate
its activity and the substitution of its prosthetic group.
The first two aspects were investigated in mitoghondria

isolated from two plant species: Brassica cleracea L

(cauliflower) and Phaseolus aureus L variaty Jumbo (mung

bean). The third point was analyzed in Saccharomyces

cerevisiae (baker's yeast).

The determination of the enzymatic
activity of succinate dehydrogenase in mitochondria from
both higher plant species, was performed by an adaptation
of the spectrophotometric phenazine methosulfate assay.
Procedures in the literature for isolation and soniec
disruption of mitochondriz from these sources were modified
to assure maximal yield and stability of the enzyme.
Succinate dehydrogenase in nmung bean and cauliflower
mitochondria exists mainly in a deactivated state but
incubation of it with succinate leads to its full ac -
tivation. THe energy of activation for the conversion
of the deactivated to activated form of the enzyme under

the influence of substrate is about 30,000 cal/mol., As
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in animal tissues, the enzyme appears to contain covalently
bound flavin (8 ol-histidylFAD) and the turnover number is
19, 400 ada" T ab pH 7,5 and 38°.

The effect of various agents on the
activation of succinate dehydrogenase in cauliflower and
mung bean mitochondria and in sonicated particles was inves-
tigated. Reduced coenzyme QIO’ IDP, ITP, acid pH and anions
activate the plant enzyme in the same manner as in mamma-
lian mitochondria. Significant differences were detected
in the behavior of plant and a2nimal preparations in the
effects of ATP, ADP, NADH, NAD-linked substrated and of
2,4~dinitrophencl. In mammalian nitochondria ATP activa=-
tes the enzyme, whereas ADP does not, and the ATP effect
is shown only in intact mitochondria. In mung bean and
cauliflower mitochondriz, =2s in sonicated and frozen-
thawed preparations, both ATP and ADP activate the enzynme.
In sonicatéd mung bean mitochondria NADH causes complete
activation, as in mammalian submitochondrial particles,
but in intact and in sonicated cauliflower nmitochondria,
activaticn by NADH is incomplete. Moreoever, neither NAD-
linked substrates nor z combination of these with NADH ean
fully activate the enzync in cauliflower mitochondria. In
contrast to mammalian mitochondria, succinate dehydrogenase
is not deactivated in cauliflower or mung bean mitochondria
under the oxidized conditions brought about by uncoupling
of oxidative phosphorylaticn by 2,4-dinitrophernol.
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The substitution of the prosthetic
group of succinalte dehydrogenase was performed in the
yeast mutant HK 645, a riboflavinless nutant. This
charactéristics allowed tihie growth of the mutant in the
presence of different riboflavin analogs, such as 7-
methylriboflavin and 8-methylriboflavin and the incor -
poration of them into the enzyme, giving risc to an active
succinate dehydrogenase. The identification of the flavin
which form part of the prosthetic group of the enzyme
obtained in the presence of 7-methylriboflavin was achieved
by a procedure involving sclubilization and purification
of the flavoprotein, isolation of the flavin peptides
resulting from the proteolytic digestion of it and
cleavage of the covalent flavin-protein bond. The free
flavin resulting from such trecatment was 7-methy1riboflavin.
These data are consistent with a complete substitution of
the analog for riboflavin in the prosthetic group of the

enzyme.

S——




RESUMEN

En esta tesis se analizé la enzima
deshidrogenasa succinica (succinato: aceptor oxidorre -
ductasa B.C. 1.3.99.1) de vegetales, con respecto a
ciertas caracteristicas generales de la enzima particu-
lada, a los mecanismos que regulan su actividad y a la
sustitucién de su grupo prostético por andlogos de él.
Los dos primeros aspectos se estudiaron en mitocondrias
aisladas de dos especies de dicotileddéneas: Brassica
oleracea L (coliflor) y Phaseolus aureus L variedad
Jumbo (poroto. mung). El tercer punto se analizd en cé-
lulas de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panaderia).

Para determinar la actividad enzimi-
tica de la deshidrogenasa succinica de las mitocondrias
de las dos dicotileddneas, se adoptdé el método espectro-
fotométrico del fenacinmetosulfato. El aislamiento y
ruptura sénica de estas mitocondrias se modificé con el
objeto de lograr un mdximo rendimiento y estabilidad de
la enzima., La deshidrogenasa succinica de ambas especies
vegetales se encuentra principalmente en el estado desac-
tivado, pero su incubacidén con succinato produce una ac -
tivacién total de ella., Este proceso de activacién se ;
caracteriza por una energia de activacién de aproximada -

mente 30,000 cal/mol, que es pricticamente la misma que




la determinada en tejidos rnimales. Al igual que en es -
tos tejidos, la enzima contiene la flavina unida covalen-
temente (8d-histidilFAD) y cl ndmero de recambio es 19.400
min-l, a pH 7,5 y 38°.

Se investigdé el efecto de varios a -
gentes en el grado de activacidén de la enzima en mitocon-
drias intactas y sonicadas de califlor y poroto mung.

Los resultados obtenidos indican que la coenzima Qlo’ el
IDP, el ITP, el pH &cido y ciertos aniones, activan la exn-
zima en igual forma que en mitocondrias de mamifercs. Sin
embargo, existen diferencias en el comportamiento de la en-
zima en relacidén al efecto del ATF, ADP, NADH, sustratos
NHAD-dependientes y del 2,4-dinitrofenol. En mitocondrias
de mamiferos, el ATP activa la deshidrogenzsa, mientras
que el ADP no presenta efecto activador y el efecto del
ATP se manifiesta sélo en mitocondrias intactzs. En can-
bio, tanto en mitocondrias intactas como dafiadas de coli-
flor y poroto nung, tanto el ATP como el ADP activan 1la
enzima. Bn mitocondrias sonicadas, al igual que en par -
ticulas submitocondriales de mamiferos, el NADH producc
una activacidén completa de la enzima. Sin embargo, en mi-
tocondrias intactas y sonicadas de coliflor, la activacidn
por NHADH es incompleta, asi como lo es la activacidén por
sustratos llAD-dependientes y por la combinacidn de éstos

y NADH. A diferencia de lo que sucede en mitocondrias de
maniferos, en mitocondrizs de colifler y de poroto mung
la deshidrogenasa succinica no sc desactiva por las condi-

ciones oxidativas producidas por el desaccplamiento de la
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fosforilacién oxidativz mediante el 2,4-dinitrofenol.

La sustitucién del grupo prostétice
de la deshidrogenasa succinica se realizdé en levaduras de
la cepa HK 645, una cep2 que requiere la presencia de fla-
vinas para su crecimiento. BEsta propiedad permitidé culti-
var esta ecepa cont diferentes anilogos de riboflavina, ta -
les como la 7-metilriboflavina y la 8-metilriboflavina y
lograr la incorporaciér de ellos a la enzima, dando origen
2 una flavoproteina activa. La identificacién de la flavi-
na del grupo prostético se realizdé con la enzima obtenida
en presencia de 7-metilriboflavina, mediante un procedi =
miento consistente en la solubilizacidn y purificacidn de
la flavoproteina, el aislamiento de los péptidos flavini -
cos resultantes de la digestidn proteolitica de ella y la
ruptura del enlace covalente flavina-proteina., La flavina
libre sesultante de estc tratamiento fue la 7-metilribo -
flavina. Bsto demuestra la sustitucidn total de la ribo-
flavina por el andlogo en el grupo prostético de la enzi-

ma.
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»
L ar

s

' -

vodo de solubilizacidn y purifi-

(5]
I
(O

e n
cacidn de la deshidrogenasa succfnica de lzvadura presenta

veatajas muy importantze con respecto al dnico otro méiodo

existente para tal objsto, descrito por Singer y col. (109).

ksi, por ejemplo, el readimiento mencionado anteriormente
(80 a 90%), cs muy superior al de= 40% logrado mediante el

J

m2todo de Singer. Otra ventajs del mdtodo utilizado en es-

6

te trabzjo es gue permite 1z obtencidn de una enzima solu -
ble totalmente activa. 32sto se pene de menifiessto porqus
el ninerc de recambio de la ernzina soluble (Tabla Viii),
concuerda con el que tedricomenie habria que esperar parsa

una preparacidn en la gue no ha hohbido irnactivacidn. Una

conclusidn ginmilar sc puede obtener de la excelente corres—

pondencia existente entre 21 rendimiento calculado en base
2 la actividad erzimdtica y el correspondients a la concen-

tracidén de 8 L-histidilflavina (Tzbla VII), ya que tal co-
mo se menciond corn anterioridad, est: pardmetro puede con -
siderarse como unc detersinacidn quinica de la concentra -
cidn de la deshidrogenasa succinica. Esta concordancia no
sc observd en lz fracecidn corregpondiente a la etapa de
ltracidn dn Sephadex G-200 (Tabla VII), lo que indicari
la inactivecidn de la cnzims on csta dltima etapa del pro -
cedimiento dz purificacidn.. Si sc considera que la deshi -
drogenass succinica vicne un peso moleccular de 100,000 dal-
tones (50, 125), que el contenido de 8c~histidilflavina de

a ser de 10 nmoles/mg d=

1a enzinma pura tedricamsnite debier
K -higtidilflavina de la

e
proteina y que el contenido de 3

preparacidn enzimitica obtenida al final del procedimiznto
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e purificacidn cs de 2,92 nmcles/mg de protefna, se puede
concluir que la purcza de 1z preparacidén ¢s de un 30% 2 -
proximadamente,

31 aislamiento dec los péptidos flavi -

i

Jd
ct
L)
=]
cr
[0}
m
Q‘n
(9]

1308 resu

1=

la digestidn protcolitica de las fla-
voproteinas es generzlmontzs una tarca muy diffcil y labo -
rloga, debido al grarn excesc de péptidos no flavinicos quec
deben ser aliminadoes por medio de procedimientos relativa-
mente inespacificos y, teambidn, debide a3 la gran oérdida
de material flavinico durante el largoe procedimiento de
purificacidn, Cono las cantidades de pdptidos flavinicos
de las que se dispuso sran exircmadamente limitadas, fue
necesario desarrollar un método de purificacidn que pudie-
ra ser emplecado en una escalz de nanomoles, ya que los mé-
todos tradicionzles (52, 108) s8lo pueden ser empleados en

un rango de concentracidn mil veces superior 2zl desezdo.

Q

se adopté (Fig. 23) incluyd una

or
®

21 m&todo que finalmen!
ctapa de purificacidén en la cual sec hace usoc de la apofla-

vodoxina de Azotobacter vinelandii como agente especifico

de combinacidén para flavinac sustituidas en la posicidn
8cldel anillo de isecaloxazina, tal como lo son los pépti -
dos flavinicos resultantes de la hidrdlisis de todas las
flavoproteinas gque poscecn la flavina unida en forma cova -

o
lentz a la protadina (9,

i

107, 10%, 126, 127). Sin embargo,
los resultados obtenidos (Fig. 24) indican que, a pesar

. . 2 n . e .
icaciodn sustancial mzdiante la

aplicacidn de cstz simple sroccdimiento, los péptidos fla-

vinicos se encucntran contaminados con algunos péntidos
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no flavinicos., 3Zstoc no cs ds o trafiar, ya que la apoflavo-

x
doxina es una protefnz acidica (87) ¥ por lo tanto, pucde

unir péptidos en una forma no cssecifica.

C. UNION DE LA FLAVINA A LA APCENZIMA

(6]
’-3
o
]
[

Los tados representados en la Fi -

gura 20 sugiercn que 32 ha producido una sustitucidn total

de 1la riboflavina por 1la 7-mctilritoflavina come constitu -
P

yente del grupo progitdtico de lz deshidrogenasa succinica
¥ ST 3

]

de las levaduras cultivadas con csa anfloge metilado, La
enzima sintetizada en cstas condiciones presenta una efi -

%
ciencia catalftica idéntica la dc la enzima que contiene

f

c
riboflavina (Tabla IX), lo quc sugicre que el grupo ctilo

I
d2 la posicidén 7 del anillo flavinico no interfiere en la
unidén de 1z flavina a la apocnzima, asi como tampoco en la

actividad catalitica de slla, como era de esperar dada la

posicidén de la modificacidr. Por otra parte, las caractc -
risticas espectrales de los péptidos flavinicos provenicn -
tes de la enzima que conticne 7-metilriboflavina (Figs.19B

¥ 20), indicen la incorporacidn ds ella en forma de una es-

tructura tipica de una 8 o -histidilflavina. Este mismo

tipc de evidencia se obtuvo, también, para los péptidos rec-
(2]

sultantes de la cnzima quc contienc 8-me tilriboflavina

(Figs. 19C y 20), 1lo que sugisre ess mismo tipo de estruc -

]

2 fus por la prescncia del gru-

w
8N

1)

Cura cn este caso, a pes

L5
=

co

nidcleo flavinico, podria

f=t

Po evile en la posicidn 8 de




162

perzarse er la unidn de laz higtidina sl carbono 8- P de la
8-metilriboflavina, Sin embargo, =1 pKe extremadamente 4-—
cido del protén del nitrdgenc imidazdlico libre del resi -
duo de histidina implicade en el enlace (Fig. 19), es a -
tribuible al retiro de electrones (1 del grupo imidazdlico,
debido a efectos resonantes e inductivos del ndcleoc flavi-
nico., BEste efecto atractor dz electrones del anille fla -
vinico no se podria explicar si la unidn de 1la flavina a
la proteina se efectuara mediante el carbono B-P, ya que
el grupo &t 11@ no que uniriz en oste caso a ambos aldcleos,
ejerceria un efecto "aislante! que lo impediria,

En base a los antecedentes recidn men~
cionadeos, er la Figura 27 se preseanta un esquema de la es-
tructura probable qgue tendria 1la flavina que forma parve
del grupoc prost co ce la deshidrogenasa succinica obte -
nida en presencia ds riboflavina, 7-metilriboflavina v

8—metilriboflavina.
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Figura 27. Estructura probables del grupo prostdtico de 1la
' deshidrogenasa succinica sintetizada en presen-~
cia de riboflavina, 7-metilriboflavina y 8- me-

tilriboflavinsa,

A: 8(-(W-3)-histidilriboflavina; 3: 8¢(~(11-3)=-histidil-7
-metilriboflavina; C: 8o(-(1-3)-hisbidil~8-metilribo-

flavina,
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AP3NDICE

UnIon BE- FLAVIIIAS SUSTITUIDAS =i LA POSICICH 0L Y
PEPTIDOS FLAVINICOS A L4 FLAVODOTIIA DE AZOTOBACTER

La unién de flavinas sustitufdas en
la posicidn 8d 7y péptidos “lavinicos = apoilavoproteina
puede sor dtil desde dos puntos de vista, Bn primer lu-
gar, pueds dar informecién acerca de las limitaciones es=-
téricas de 1la porcidn benconoids do la molécula de flavi-
na on su sitic de uaidn on la proteina, Ademés, puede
proporcionar un ndtodo atractive para le purificacidn de

-~

los péptidos flavinicos que resultan de la hidrdlisis de

£lavoproteinas gue conticacn flavinas unidas covalentemen-—
te,
Con estos obietivos en mentz, S¢ ana-

‘b

1izé la unidn de diferentcs Zlavinas sustitufdas en 1a

posicién 8 ol 2 1a apoflavodoxinz da iHzotobacter. Se eli-

gié esta flavoprotefna debido = que puede obtenerss fa -
cilmente zn Tforms pura y en cantidades aproviadas., Ade -

2 2 tatms - g Az had 1fiecidad
mas, esta flavoproteinz nreccrta uns waja especificidad

en la unié ¢ andlogos Tlavinicos (87) y los datos de
cristalografia de rayos 1. (128, 125) dermuestran que la

porcidn bencencide de 1s flavring unida (FIMI) csti sxpucs

ta al solvente.
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Cuande un digerido tripticosquimotripe-

. . ' - .
tico de la deshidrogenasa succinica (a2 nivel del FIN) se

i3

incuba don apoflavodoxine y la mezcla de incubacidn se so-

mete a una filtracidn en una cclumna de Sephadex G-50, so-

lamente entre un 38 2 un 40% de los »dptidos flavinicos se
recuperan, asocilados con la flavodoxina en el pico excluf-
do de la columna (Fig., 204). 8in cembargo, el tratamiento

del digerido tripticc-quimotriitico con pronasa antes de

la adicidn de la apoflavodorirnz, se tradujo 2n la unidn de
un 80% de los péptidos flaviricoe a la apoprotefnz (Fig.

3
282). BEstos resultados sugieren que una fraccién impor -
tante de los pdptidos flavirnicos (aproximadamente un 40%)
corresponde a péptidos mayores que el pentapédptido descri-
to para la digestidn triptica-quimotriptica de la deshi -
drogenasa succinica (11) 7 que lz presencia de la larga

cadena peptfdica cificultarfz la unidn = la apoflavodo -

h

xina., Otra explicacidén a sste fendmeno serfa la interfs -
rencia que pdptidos no flavinicos podrfan ejercer en la
unidn del péptido flavinico., De acuerdec econ esta explica-
cidn, 21 zumento de la unidn después del tratamiento co=n

pronasa seria el resultado de la hidrdlisis de los pépti -

Los resultados de lz Tabla X muestran

que al aplicar estz metddica digeridos tripticos-guimec -

M

.

tripticos de la monoaninooxidzsa v de la tiamina deshidro-

L

genasa (embog a nivel del F141), sntre un 60 a un 79% de la
f£lavina unida covalenbtemente, ce une a la apoflavodoxina.

A modo de comparacidn, la tebla muestra, adenis, que la




Figura 238, Filtracién molscular en columna de Sephadex
G~50 de digeridos proteoliticos de la des -
hidrogenasa succinica de corazén de vacuno

tratados con apoflavodoxina.

Digeridos proteoliticos ds la deshidrogenasa succinica de
corazén de vacuno (80 z 100 nmoles) sz incubaron con apo-

g

flavodoxina durante una hora a 22° en zmoriiguador fosfa-

to de sodio 25 mlt, pH 7,0. El volumen finel de la mezcla
de incubacidn fue de 1 ml, 3Zste nezela sz sometid a2 una
filtracién molecular en una columna de Scphadex G-50

(1 x 50 cm), equilibrada y zlufda con 21 misme amortigua-
dor usado durante ls incubacién, Sc colectaron fraccio -

nes de 1,0 nl, a las cuaiess sc les determind la absorban-

cia 2 445 o (@) 7 280 pn (o). A: digericdo triptico -

quimotriptico., B: digerido triptico-cuimotriptico, tra -~

tado, ademés, con pronasa durante 24 horas a2 38° en amor-
tiguador fosfato de sodio 100 &, pH 7,4, ZEn ambos casos
la razén molar de apoflavodoxirz a pénside flavinico fue

igual a 2.
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riboflavina y la 8K -(ll-3)-lhistidilri

un 92 y un 86%, respectivemente, en

b e L3
Estos re aus si las

sultad

n
o]
&
4]

(&N
0]
"
[}
ry
W2

cidn de los diverscs comnle-os flavina

avodoxinzs, on las co

fectud la filtracidn en Sephadex (Le

determind fluorimétricamentoc la cons
(x ) en cada casc, 3sta doterninaci
la extineidn (quenching) de la fluor
no de la apoproteina a2l producirse 1
Se prefiridé sste método, en lugar de
la fluorzscencia

todas las flavinas sustitufdas z2n la

nicntos cudnticos muy bajos =2n las

produce la unidén a2 1z apoflax

OJA--I-.-M.‘

sentan casi la misma afinidad por 1la

La Tabkla II es un

idos al determinar lags

de la flavina, yz gque la fluecresc
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iboflavina se uniesron
las mismas condiciones.
constantes de discciza-~

stidén podria permanecs

ndiciones en que se ¢ -

nas sustituidas en l=
la apoflavodoxina, se
tante de disociacidn
én se realizd midiendo
escencia del triptofa -
a unién de la flavina,
edir la extincidn de

encia de

condiciones en quc se
« La curva de titula -
tido flavinico provenien
corazén de buecy, pre -

oflavodoxina y Jue

de la unidén fue de un nmol de

csunen de log regul-

constantes de

~apoflavodoxina fucsen
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Figura 29, Titulacidén flucrimétricz de la apoflavodoxina

M

0}

con flavinas sustituida n ‘la posicidén Eo(.

6]

Ex-incidén de lz fluorescencia del triptofano de la apofla
vodexina al ligar 8c(-(il-3)-histidilFIl (@) o el pentapép
tido flavinico purificado, resultante de la digestidn

a2 deshidrogenasa succinica de

-

triptica~quimotriptica de

corazdén de vacuno (89) (x). La longitud de onda de la

0
(0]

radiacidén de excitaciédn 200 nn 7 se Jdetermind la emi-

oncentracidn de apo-

(¢]

a

£

u
sidn de fluorescencia a 330 nm.
flavodoxina fue 3 x 10“7 7, 1a qus sz suspendidé en amor -
tiguador fosfato de sodio 25 nlf, pH 7,0, La ordenada re-
presenta el porcentaje ds fluorescencia renznente despuds
de cada adicidén de flavinez, una vez slcanzado el equili -

bric y esti corregido por la dilucidn respectiva.
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Tablia X
Flavina Concentracidn % ligado a 1la
de 1la flavina apoflavodoxina
(u1z)
Riboflavina 65 92
8Kk - (171=-3 )-histidil-
riboflavina 100 86
Flavina en digerido trip
tico-quimotriotico de 1z
deshidrogenasa succinica
dz corazén &= vacuno 100 38
Igual pero digerido con
pronasa después de trip-
sina-quimotripsina 82 75
Flavina en digerido trip
tico-~quimotriptico de la
monoaminooxidasa 80 69
Flavina en digerido trip
tico-quimotriptico de 1la
tiamina deshidrogenasa 200 63




Unidn a la apcflavodoxina de los péptidos flaa

=3
M
o'
=
4
=

vinicos obicnidos por digestidn proteolitica

de varias flavoenzinmas

La unién de los pdéptidos flavinicos v flavinas sustitui-
das en la posicidr 8K 2 la zpoflzvodoxina, se analizé

mediante filtracidén en una columnz de Sephadex G-50, la

[\

que se realizd en las condiciones descritas en la Figur
28, Las 8 o\ -histidilflavinas sintdticas emplcadas sc
prepararon de acucrdo a Wallker y col. (55), mientras que
1a 8c-cisteinilriboflavina se sintetizé por 2l procedi-
iento de Ghisla y Memmerich (130). La fosforilacidn de

la 8K =(1-3)-higtidilriboflavina, parzs obtener el 8o(-

N-3)-histidilFill, sec rezlizd de acucrdo al método de
3
Flexer y Farkas (131), Las proparaciones de las diferen

tes flavoenzimas se obtuvieron de acuz procedinicn-

o
O
i}

tos publicados: deshidrogenasa succinica (11), monoamino

23
m
&)
L
—~~
=t
(98]
&N
S~
L]

oxidasa (12§) y tiamina deshidroger Los dige-~

< a9 -

idos tripticos-quimotripticos de cstas cnzinas se prepa

raron segin el procediniento descrito por Singer y col.

(89)., Los péptidos flavinicos se convirtieron a la for-
ma mononucleotidicz por incubacidn con
de veneno de scrpiente. En todos los czsos, la razdén de

flavina a apoflavodoxina fue de 1 : 2,
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acidn de los diversocs ccmplejos flavina-apoflavodoxi-

ia
ra. Tal como se indica en la Tabla ZI, tanto el isdémero

&

a

-1 como el isdmero H-3 de 1 8c£— istidilriboflavina se u-

3]

A%

ol
8 L3

.

nieron a la apoflavodoxina m rienente que la riboflavi-

_m
0

na misma, como lo indica =21 hecho qus sus constantes de di-
sociacidn son zproximedamente un orden de magnitud menorcse
due la de la riboflavins, Z2sto indicaria el establecimien-
to de una interaccidn cnergdticamenie favorable del susti -
tuyente 8o-histidilo con 1= protadina, la cual aumentariz
la afinidad de lz unién. Los cdatos de la Tabla XI indican,
o) L2 £ ik 5 2 o . Ly A s —d
Cambidrz, que la interaccidn flavina-apoflavodoxinz es mis
firme cuando la flavina s2 erncuentra en forma fosforilada,
ptido Sflavinico mis largo purifi -
cado hasta la fochz es un pdotido triptico de la deshidro -
- . r 2 )
icduos de aminodci-
dos (56). La Tabla ZI muestra cus este péptido se unid

rmemente como los isdmeros de

.

la apoproteinza z1 menos tan
la 80L-histidilriboflavina, lo que sugicfe que el péptido

spués de la digestion

que no se uns a la apoflavodoxina desg
triptica-quimotriptica de 1z deshidrogenasa succinica, no
ez este péptido flavinmice triptico.

Lz rzduccidén de los complejos-de la 2 -
poflavodoxina con el 8K~(1-3)-histidilFIAl, el pentapdpti -~

do flavinico de la deshidrogenasz suceinica (a nivel del

i

FMI) v el pentapéptide flavinico de la monoaminocoxidasa (a
nivel del FI), mediante un equivalentz de elsctronss de
ditiopito, s2 %“raduce en la formacidn de la cspecie semi -

quindnica de la flavina, tzl como lo demusstra ol espectro




Tabla XI. Constantes de disociacidn dz diferentes com -

2
5]
)
(6]
=
6}
cr
e
cr
o]
e
&%
o]
W
=)

plejos apoflavodoxina-£lavi

la posicién 3.

Las constantes de disocizcidn se determinaron fluorimé-
tricamente, midiendo la extincidn de la fluorescencia
del triptofano de lz apoflavodoxine al ligar la flavina.
Las condiciones cxperimentales son las nismas descri -
tas en la leyenda de la Tigurse 29, Las flavinas sus -
tituidas en la posicidn 8 & sc otbtuvieron en la forma
descrita en la leyenda dz la Tzbla I, Los diferentes
péptidos flavinicos se purificaron a partir de los res—~
pectivos digeridos proteocliticos, mediante el procedi -
miento dsscrito en RESULTADCS (I), excepto =l péptido
triptico de la deshidrogenase succinicz, que fue dona -
~

do por el Dr. W.C. Henney de la Universidad de Califor-
P

nia, Sn. Francisco
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Tabla XI

5 : 7

Flavina {D x 10
(2£)

Riboflavina 28,4

8cX-(ll-1)-histidilriboflavina 4,1

8K - (H-3)=histidilriboflavina 1,0

8K~ (11-3)~histidilFIW 0,15

Péptido flavinico triptico de la

deshidrogenasa succinica (z nivel del FI'N) 2,9

Péptido flavinico triptico-quinotriptico de

la deshidrogenasa succinica (2 nivel del FMRE) 0,14

Péptido flavinico triptico-cuimotriptico-

prornisico de la deshidrogernasa succinica

(2 nivel del FMN) 0,42

Péptido flavinico-quimotriptico de 1la

monoaminooxidasa (a2 nivel del FMN) 1:22

8o(-cisteinilribofliavina

14,1
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¢ absorcidén resultante (Figz., 30). Sin embargo, mientras
los complesjos de la apoflavodoxina con los andlogos decl

8 A =higtidilFIil se reducsn a su forma hidroquindénica res-
pectiva al agregar un segundo zquivalente de electrones

de ditiomito, 2l compleio apoflavodoxina-pentapéptido fla-
vinico de la moncaminooxidasa no se redujo, ni siquiera en
presencia de 4 a 5 equivelentes recductores, La razédn para
este comportaemicento no sc conoce Vs por lo tanto seri nc -
cesario analizar exhaustivamentz las propiedades de oxido-

reduccidén de este tipo de compleio,




Figura 30. Espectro de absorcién de los complejos 8 A -
(N=-3)=-histidiiFflM-apoflavodoxina y péptido
flavirico de la noncaminooxidasa-apoflavodo-

¥xina en diversos estados de oxidaciédn,

Espectro de absorcidn de las formas oxidsda ), semi-
quinénica ( ---) e hidroguindénica (+*+) decl complejo apo-

flavodoxina=-8 o ~(11=3)-hisctidilFIH (L); y de las formas

oxidada ( ) ¥y semiquindénica (-=-~) del complejo apofla-
vodoxina-péptido flavinico de la monocamincoxidasa (B).

Las formas seniquindénica ¢ hidroquinénica se lograron me-
dizante la adicidér de hidrosulfito de sodic, en condicio -
nes anaerdébicas, a2 la solucidén del complejo en amortigua-

dor fosfato de sodio 25 mif, »H 7,0.
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