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RESUMEN,

En este trabajo se estudid el efecto del NADH, NADPH, NADY
y NADP* sobre la sintesls de ATP gque acompada la oxidacisén
del succinato en particulas submitocondriales MgATP, Se investigo
también el efecto de estos piridin nucledtidos sobre la
hidrélisis de ATP en  particulas de corazén de bovino y la Fy
soluble. Todos 1los piridin nucledtidos inhibieron la hidroélisis
competitivamente cuando la concentracidn de Mg-[y32P)-ATP se
variéo de 04 mM a 3 mM. En ausencia de piridin nucledtidos, se
determiné una KXm de 150 yM y 360 pM para las particulas
submitocondriales Yy Fy soluble, respectivamente, Cuando se
examindé la accién ihibitoria de concentraciones crecientes de
piridin nucledtidos (0.5 mM-5 mM) sobre la hidrolisis de ATP a
una concentracién constante de MgATP de 100 pM, el NADH, NADPH y
NADPt a una concentracidén de 5 mM inhibieron en un grado similar
la actividad hidrolitica: aproximadamente en un 50% E1 NAD* fue
menos efectivo, La sintesis de ATP, teniendo c¢omo sustrato
oxidable al succinato, se. 1inhibié por el NADH de forma
competitiva con respecto al ADP. El NADPH, NADP* y NAD' afectaron
la sintesis de ATP en grado menor. Concentraciones crecientes de
fosfato inorganico (04 mM-10 mM) a concentraciones constantes de
ADP (10 pM, 50 pyM y 500 pM) disminuyeron el grado de inhibicién
sobre la sintesis de ATP ejercido por el NADH., A medida que la
concentracién de ADP se incrementd, se requirié® una menor
concentraciéon de fosfato para revertir la inhibicién por NADH.
Con el fin de reconocer en que magnitud las diferentes partes de
la molécula de NADH afectaban 1a sintesis, se probaron los
compuestos siguientes: nicotinamida, nicotinamida-mononucledtido
(NMN), adenosin(s5’)difosfo(5)-B-D-ridbosa (ADP-ribosa), NAD*,
NADPt y NADPH. E! efecto de estas moléculas sobre la sintesis de
ATP se compard con el efecto del NADH en una condicién en que
este Gltimo inhibid la sintesis un 50% (ADP 50 yM y Pi 05 mM).
El orden de inhibicién obtenido por estos compuestos fue:
NADH>ADP-ribosa>NAD*>NADPH>NADP*>NMN>Nicotinamida,



INTRODUCCION.

Los mecanismos de transformacién de energia en los
sistemas bioldgicos, presentan un enorme grado de complejidad
cuando se les intenta entender a nivel molecular. El proceso de
transduccién de energia que se desarrolla en la membrana interna
mitocondrial, en la membrana tilacoidal de cloroplastos vy
clanobacterias y en la membrana plasmatica de bacterias
aerdbicas, es particularmente intrincado debido a que intervienen
conjuntos de enzimas multisubunitarias cuyas f{funciones pueden
dividirse 'princlpalmente en dos: a) Transferencia de electrones a
lo largo de una cadena hasta un aceptor final. Este fendémeno da
como resultado una separacién de cargas en la membrana con la
generacién de un gradiente electrogquimico de protones (ApHY)
Yy b} Utilizacidon de este gradiente para 1a sintesis de ATP y para
el mantenimiento de diversas funciones esenciales de los seres
vivos (1). El esquema 1 ilustra el papel central del ApH* en
los procesos bioenergéticos. De acuerdo al esquema, la energia de
1a luz o de los susiratos respiratorios se puede utilizar por
1as enzimas de las cadenas redox respiratoria o fotosintética y
en el caso de las halobacterias, por la bacteriorrodopsina para
formar el ~ApHY, Este gradiente electroquimico mantiene
diferentes tipos de trabajo en la membrana, siendo laA sintesis de
ATP 1la funcidn mas importante. En ciertas bacterias se forma un
ApNat en 1lugar del ApH* a expensas de la energia liberada
por 1la respiracidn o por 1la descarboxilacién no oxidativa de
algunos aclidos organicos (2). Asi pues, el ApNa*t se utiliza

en estos organismos para mantener el trabajo mecanico, quimico u
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osmético. El patrdon mias complicado de transduccidon de eﬁergia se
encuentra en 1as células animales, donde exlsten tres formas
diferentes de energia: 1) Un ApH* en mitocondrias y membranas
celulares; i1) En algunos casos un ApNa‘t para las membranas
celulares externas y 11i1) ATP para los procesos celulares
membranales y no membranales.

Actualmente se acepta que en las mitocondrias las
reacciones proveedoras de energia y las consumidoras se
encuentran interconectadas por medio del ApH* (3-5) Uno de
los multiples procesos consumidores dé la energia del gradievnte
es el de la sintesis de ATF a partir Qe ADP y fosfato 1norganico
(P1). Los sistemas moleculares encargados de tal funcién son las
denominadas ATP sintasas (referidas también como protén-ATPasas,
H*-ATPasas, complejo V o simplemente Fo-Fy), que Jjunto con las
p_roteinas del sistema de transporte electrénico constltusren las
unidades responsables de las reacciones de fotofosforilacién y
fosforilacién oxidativa. Las funciones de la ATP sintasa podrian
resumirse de la manera sigulente (revisadas en 63 {) La
TRANSLOCACIGN, que consiste en permitir el paso de protones por
la Dbicapa lipidica a través del sector Fo embebido en 1la
membrana; 2) E! ACOPLAMIENTO, que es el proceso por el cual los
protones llegan hasta el sector Fy en una forma utl], de tal
manera que la energia almacenada en el ApH' produce
‘concentraciones elevadas de ATP y 3) La CATALISIS, es decir, 1la
formacion de ATP en el sector Fy a partir de los sustratos ADP y
Pi. En ausencia del gradiente electroquimico de protones, las ATP
‘sintasas hidrolizan ATP. Este proceso estd intimamente ligado a

la expulsidn vectorial de H*. Debido a esta éaracterisuca. las



ATP sintasas pueden clasificarse dentro de las ATPasas cuya
funcién escalar catalitica (sintesis o hidrélisis de ATP) esta
mecanisticamente acoplada a la translocacion vectorial
transmembranal de cationes, tales como H*, k%, Na* y ca®*. Sin
embargo, la complejidad estructural de las ATP sintasas/H*-
ATPasas es mucho mayor comparada con las ATPasas translocadoras
de cationes (7,8).

Considerando tal! complejidad, tanto en estructura como en
funcisn, los resultados que se detallan en esta 1nvestigacidn
serian mejor entendidos si se abordan los topicos gque a
continuacldédn se mencionan: a) composicién, estructura y
mecanismo catalitico de la ATP sintasa mitocondrial; b) factores
reguladores y c¢) estructura del sitio catalitico. Se pretende con
ello delinear una imagen general de la enzima. En la tltima parte
de esta seccion introductoria se puntualizaran los objetivos

correspondientes al presente trabajo.
1.1, COMPOSICISN Y ESTRUCTURA DE LA ATP SINTASA MITOCONDRIAL.

La ATP sintasa ml'-cocondmal esta formada por un sector
membranal conocido como Fo, embebido en la membrana Yy relacionado
con la funcién de translocar H* hasta el sector Fy donde se
efectiia ‘la hidrolisis y la sintesis de ATP.

Se han estudiado extensamente las caracteristicas del
sector Fy mitocondrial (muy similar en todas las ATP sintasas de
alversos organismos) como son la masa molecular, la
estequiometria subunitaria, 1la secuencla de aminoacidos 'y el

enlazamiento sustrato/producto (ver revisiones, 67 y 9. El1 peso



molecular del complejo Fy es de aproximadamente 347 XDa (10);
aunque se han descrito valores entre 360 y 380 KDa (ver 8). El
sector Fy mitocondrial estd constituido Qe cinco subunidades
diferentes designadas o, 8, VY, 8 Yy € con Ja estequiometria
establecida a3B3Y9¢€, Esta estequiometria se derivsd
principalmente de los experimentos de marcaje de grupos
sulfhidrilos (11) y de marcaje por afinidad y recuperacidn de
subunidades purificadas (12); el resultado del emplec de otras
técnicas, tales como ultracentrifugacién, marcaje covalente e
incorporacién de radiactividad en las subunidades ie. cuando se
cultivan bacterias y levaduras en medios que contienen 3I%s-
sulfato o !4C-glucosa sirvieron de base para la estequiometria
seiialada. Finalmente, Dunn & Heppel (13) y Dunn ({4) al resumir
los aqatos de reconstitucion y enlazamiento con subunidades
aisladas, definieron que cada una de las subunidades menores
(vd Y €) estan presentes a razén de una copia por sector Fy.
Los pesos moleculares para cada una de las subunidades de la ATP
sintasa mitocondrial determinados son: «, 54,000; B, 50,000;
Y. 31,000; 9, 19,000 Y €, 15,000,

Se ha 1identificado la secuencia completa de aminoicidos

(por analisis del DNA) de la porcién Fy de Rhodopseudomonas

blastica (15}, Rhodospirilium rubrum {(16), Escherichia c¢oli (17~

19) ¥y la cianobacteria Synechococcus 6304 (20); la estructura
primaria de las subunidades de la Fy de corazén de bovino se
determind por secuenciamiento de aminoicidos (21).

El sector Fy se puede separar ficilmente de la membrana
Y phrificarse come una proteina soluble en agua, alcanzando un

alto grado de homogeneidad (10,22) y exhibiende una actividad



hidrolitica con un namero de recambio de aproximadamente 600 s-!
(7). La hidrélisis de ATP por Fy soluble es la funcidn que mis se
ha estudiado, aunque han aparecido reportes en 10s que se sefala
gue la Fy soluble es capaz también de llevar a cabo la sintesis
de ATP fuertemente unido a la enzima (23-27); se ha demostrado
también la sintesis de ATP en psm desacopladas preparadas a
partir de membranas tilacoidales (28,29).

El sector Fo de Escherichia c¢oli esta constituido por tres
subunidades denominadas a, b ¥ ¢ (30,31), con una estequiometria
de a3 bp Cg-40r A la proteina ¢ también se le ha 1lamado
proteolipido enlazador de diciclohexilcarbodiimida (DCCD) [31), Y
se acepta que esta es la subunidad responsable de formar la ruta
o "canal" por el cual los H* fluyen hasta la porcién Fy. Sin
embargo, se ha demostrado por estudios genéticos (33), que las
subunidades a y b son necesarias para llevar a cabo la funcién de
translocacién, En 10 que concierne a la porciéon Fo de 1a ATP
sintasa mitocondrial, se sabe que esti formada de varias
subunidades cuya estequiometria adn no se define,

Cuando se analiza la estructura de la ATP sintasa
mitocondrial y se le compara con sus anialogos procaristicos, se
observa que las primeras poseen proteinas adicionales. Se ha
propuesto que algunas de enas'uenen la funcion de unir
correctamente el sector Fy con el Fo. Estas subunidades son: la
proteina gque confiere sensibilidad a 1la oligomicina (OSCP) [34]),
el polipéptido Fg (35) y el Factor B (36,37), Ninguna de ellas
Presenta actividad catalitica, pero es muy probable que afecten
tanto la catalisis en Fy como la conduccién de H* en Fo. Ademas

de estas proteinas, la ATP sintasa mitocondrial contiene otra



proteina de bajo peso molecular denoeminada Proteina-Inhibidora
natural de la ATPasa, descubierta por Puliman y Monroy (38) Como
su nombre lo indica, este péptido inhibe la hidrdlisis de ATP
cuando estd unido a Fy y también se ha detectado que inhibe 1la
fase inicial pero no la de estado-estadble durante la sintesis de
ATP (39-41, para una revisién ver, 42). El esquema 2 muestra a
la ATP sintasa m):tocondrial.

Finalmente, cabe mencionar que se han obtenido
preparaciones altamente purificadas de ATP sintasa de higado de
rata con 9-10 polipéptidos (43}, de mamiferos Yy hongos con {i-i2
polipéptidos (44-47) y de corazdn de bovino con 14 polipéptidos
(48). En resumen, el numero minimo mis probable de subunidades en
las ATP sintasas de mamiferos oscila entre 42 y {4, lo que las
cataloga como una de 1as enzimas mas complejas en estructura y

por lo tanto en funcidén identificadas en los sistemas Dbloldgicos,
1.2, MECANISMO DE HIDROLISIS Y SINTESIS DE ATP.

Seria practicamente imposible entender cémo el sector Fy
trabaja catalizando la hidrélisis y la sintesis de ATP sin
conocer el arreglo espacial de las diferentes subunidades
presentes en esta porcién. De 1los estudios de microscopia
electronica y difraccién de rayos X se han derivado algunos
modelos que tratan de explicar la organizacién tridimensional dei
sector Fy (49-53, para una revisidn ver,6). El modelo de Amzel y
col. ({53) obtenido por patrones de difracciéon de rayos X a partir

de cristales de Fy de higado de rata (54) a una resolucidn de



ESQUEMA 1 ESTRUCTURA DE LA FFo ATP SINTASA
MITOCONDRIAL. La porcidn Fy esta constituida principalmente. de
las subunidades « B Yy V. La subunidad y parece estar
implicada en la conduccidn de HY, mientras que las subunidades 9
Y € en la coneccidén del sector Fy con el F,. La composicidén de
Fo con sus proteinas integrales de membrana, es particularmente
incierta. PI: Proteina Inhibidora. (Tomado de F, M, Harold. 1986,
THE VITAL FORCE. In Mitochondria and Oxidative Phosphorylation.
Freeman & Co., New York., .con algunas modificaciones).



9 X., es lilustrativo. Este modelo sugiere un eje doble de simetria
con seis areas de densidad “electronica arregladas en forma de un
hexigono distorsionado o de un octahedro colapsado., Cada area
contiene la suficiente densidad para acomodar al menos una
subunidad « o B. Debido a la falta de densidad electroénica en el
centro de 1a molécula, los autores sugieren que la organizacién
subunitaria es notablemente asimétrica. Con los procedimientos dae
microscopia electronica empleados por Tiedge y col. (49) Y
Boekema y col. (51), se dedujo una estructura aigo diferente.
Estos investigadores proponen gque las subunidades o y B de la F
configuran un hexagono distorsionado que semeja la forma de silla
del ciclohexano con una masa central en el interior del hexigono.
La masa central parece estar situada asimétricamente Y
propablemente representa a las subunidades menores (y Yy/0 .0
y/o €). Recientemente, Luinsdorf y col. (55) y Tiedge y col. (56)
utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra la subunidad
& y examinaron estas preparaciones por microscopia electrénica.
La conclusién de estos trabajos es que en la Fy existe un arreglo
- simétrico triple de estas subunidades.

Todos estos resultados, considerados Junto con los de
estequiometria y enlazamiento de ligandos, han dado lugar a aqos
conclusiones importantes: a) La Fy contiene tres pares ap y al
menos uno de ellos es de mayor tamano que los otros dos (57,58) Y
b) Las subunidades menores posiblemente estén unidas a uno de los
tres pares of, confiriéndole a este par un medio ambilente dnico
relativo a los otros dos (asimetria intrinseca) ([53,57]. Este
segundo punto, como se vera mas adelante, tiene implicaciones en

lo que respecta al funcionamiento alternado de los sitios

10



cataliticos en la Fy.

El nimero maximo de sitios de enlazamlento de nucledtidos,
determinado en Fy; mitocondrial de corazén de bovino, es de sels
(59,60). De estos seis sitios, tres tienen una velocidad de
recambio alta con nucledtidos del medio, mientras que 1los tres
restantes presentan una velocidad de recambio muy baja durante la
hidrélisis de MgATP (59,61). En base a este criterio se ha
considerado a los pr:lmeros como sitios cataliticos y a los
segundos como no—cata1I£icos. El sitio catalitico estda localizado
dentro de la subunidad B (62), aunque se ha sugerido la presencia
de un sitioc de unidon de nucleétido en la 1interfase entre las
subunidades o y B (63-65). Estudios hechos por Khananshvili &
Gromet-Elhanan (66}, demuestran que la subunidad P aislada de

Rhodospiriilum rubrum enlaza un nucledtido (66) y que ademas es

capaz de hildrolizar ATP.

Una vez definida la ublcacidon del sitio catalitico en la
supunidad B y 1la probable interaccién de las diferentes
subunidades en el complejo Fy, se puede comenzar a estudiar el
mecanismo de hidroélisis y sintesis de ATP en 1a ATP sintasa
mitocondrial. Esta enzima, a diferencia de otras ATPasas
translocadoras de iones (Na*/K* ATPasa, Caf* ATPasa, etc),
aparentemente no involucra un intermediario covalente fosfo-
proteina durante 1a hidroélisis de ATP, sino gque 1la reaccién
procede (en un solo Ppaso) por desplazamiento directo, con
inversidén de los oxigenos del f&dsforo-y, dando lugar a 1la
generaciéon de los productos ADP y Pi a partir de ATP y HpO (67)
Este resultado obtenido por Webd y col. (67) en 1980 ya habia

sido predicho por Boyer en el aifo de 1973 (68,69). Del anilisis

i1



-de. la reaccién de intercambio entre el oxigeno del agua y el
oxigeno del fosfato, catalizado por particulas submitocondrléles.
los trabajos de Boyer Yy col. (68,69) sugirieron dos aspectos
importantes del mecanismo catalitico: 1) la formacidén de ATP
enlazado a la enzima a partir de ADP y Pl unidos no requiere
energia y .2) la unidén del sustrato a la enzima es un proceso
dependiente de energia. Los resultados de estos experimentos con
particulas fueron posteriormente confirmados por el mismo grupo
en la Fy soluble (70).

Con base en 1los resultados obtenidos, Boyer propuso el
mecanismo de "cambios de afinidad por unién de sustrato y
producto” (revisade en 7i) para explicar que la sintesis de AT?
unido a la enzima, a partir de los sustratos ADP y Pi enlazados a
Fy, es un proceso reversible a bajas concentraciones de ADP y Py,
mientras que a elevadas concentraciones de estos iltimos, la
reaccidn procedia en 1la dlrecclérn de sintesis de ATP. Esto
significdé para Boyer que los pasos dependientes de energia en la
fosforilacién oxidativa eran 1la unién de sustratos y la
liveracion de productos. Consistente con 1la 1idea propuesta por
Boyer, se ha demostrado que la Fy soluble es capaz de sintetizar
ATP unido a la enzima a partir de ADP y P1 enlazados a Fy
(23,25,26,28).

Los estudios cinéticos llevados a cabo por Penefsky y col.
{(72-77) en F; de mitocondrias de coraz;';n de bovino se pueden
resumir en dos puntos {) la reaccidon de hidrolisis de ATP en Fy
soluble ¢ en la Fy unida 2 la membrana es esenclalmente la misma
Yy 2) - la catalisis ocurre a través de una serie de etapas y

muestra una fuerte cooperatividad positiva entre al menos dos
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(715), 'y tal vez +tres . sitios cataliticos (72,78). Con estos
trabajos se dedujo que la cooperatividad entre tres o dos sitios
cataliticos era esencial para el mecanismo de cambio de afinidad
Por enlazamiento (70), El esquema 3 1ilustra el mecanismo cicClico
en el que intervienen tres sitios cataliticos.

Al considerar la catalisis cooperativa en 1la Fy, Gresser
y col. (78) sugirid un mecanismo catalitico que involucra 1a
rotacién de un centro formado por las subunidades menores v,
8 y € al cual denomindé "catalisis rotacional". Tal mecanismo
propone que en un momento dado cada subunidad B es "etiquetada®
por las- subunidades menores (yd€) Y la capacita para
sintetizar (o hidrolizar) ATP a partir de ADP Y Pi, con una
constante de equilibrio cercana a la wuntdad. El gradiente
electroquimico de protones libera al ATP unide a la primera
subunidad B, mientras que el ADP y Pi del medio se enlazan a una
segunda B. La sintesis de ATP ocurre en esta segunda B sdlo
después de ser ‘"etiquetada" por las subunidades pequefias y el ATP
se libera nuevamente por accion del gradiente electroquimico.
Simultaneamente, el ADP y Pi se unen a la tercera subunidad B.
Las_  subunidades menores "etigquetan"™ a esta tercera B, se
sintetiza ATP y é&ste se 1libera 'por accion- del gradiente
electroquimice, comenzando un 'nuevo ciclo de rotacion. Este
modelo se ha sometido a prueba, en experimentos donde se ha
entrecruzado a la subunidad 4 u otra subunidad menor con la
subunidad o y/0 B (79,80). Sin embargo, no hay evidencia
definitiva que indique una rotaciéon de las subunidades B Yy/o

yae durante la catalisis.
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Con respecto al mecanismo propuesto por Boyer (ver, Ti),
otros autores, principalmente Wang y «col. (81,82) han sugerido
que las tres subunidades B son permanentemente no equivalentes y
han delineado un modelo en el que una subunidad B funciona como
subunidad catalitica mientras que las dos restantes tienen un
papel regulador. Siguiendo con esta linea, Bullough et al (83) y
Yohda & Yoshida (84) presentaron evidencia que indica que una
de las tres subunidades B hidroliza ATP a baja velocidad
("catdlisis unisitio"), pero que 1la velocidad de catilisis en
esta subunidad no se incrementa por l1la unién de ATP a otra
subunidad B. La funcidén de esta "subunidad B especial" seria, de
acuerdo a su modelo, "preparar" a las otras dos subunidades B
Ipa.ra que efectuar;an catilisis multisitio, en la cuil,
intervendrian solamente dos subunidades B. Es evidente que existe
debate en lo que respecta al mecanismo catalitico y que éste sblo

se aclararid mediante el emplec de otras técnicas.
1.3. REGULACION DE LA ATP SINTASA MITOCONDRIAL.

La ATP sintasa es una enzima que funciona en forma
reversible, catalizando tanto 1la sintesis como 1la hidrolisis de
ATP. La direccidén de la reaccidén esta determinada por el valor
del ApH*. Existe cierta evidencia en favor de una activacién
directa de la Fy por ApH*, Feldman & Sigman (29), encontraron
que la Km para Pi durante la sintesis de ATP disminuye
‘considerablemente en presenclia del potencial. Es interesante
también el hallazgo de gque al establecerse el gradiente de

protones la afinidad de la enzima por el ADP Yy Pi aumenta
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significativamente (85,86). Reclentemente, Matsuno-Yagi & Hatefi
(87), han sefnalado que la reaccion de sinteslis de ATP involucra
un minimo de dos modalidades cinéticas, un modo de Km baja y otro
con Km alta. Estos autores explican que el sistema parece
funcionar econémicamente ( modo {: Km baja, Vmax baja) cuando el
valor del cociente ApH'/ATPsintasas funcionales es bajo
(suplemento energético escaso); estas restricciones cinéticas
(modo 2: Xm alta, Vmax alta) se relajan c¢uando el cociente
ApHY/ATPsintasas funcionales se eleva (suplemento energético
abundante). Este desplazamiento entre dos modalidades cinéticas
pudiera ser f{fisiologicamente importante en 1la regulaciéon de las
velocidades de sintesis de ATP <dependiendo de 1la cantidad de
sustrato respiratorio disponible.

Otro factor importante en la regulaciéon de 1a ATP sintasa
mitocondrial es el que concierne a 1la funcién que ejerce la
proteina inhibidora, péptido de Dbajo peso molecular aislado de
mitocondrias de corazdén de bovino por Pullman & Monroy (38) como
un inhibidor efectivo de la hidrolisis de ATP. Esta proteina ha
sido objeto de intensos estudios y actualmente ya se conoce Su
secuencia de aminodcidos (93-95), su unién a la subunidad B de Fy
{96) 'Y su desplazamiento del sitio inhibitorio en condiciones que
favorecen la sintesls de ATP (cuando el valor de ApH* es
alto) [97,98). El1 resultado de estos y muchos otros estudios
sobre la proteina inhibidora mitocondrial han sugerido que este
péptido es un regulador fisiolégico de la hidrdlisis de ATP bajo
condiciones donde el ApH' a través de la membrana interna

mitocondrial es Dbajo. Diferentes proteinas con caracteristicas
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similares a &sta se han aislado de otras membranas transductoras
de energia (88-92). 7

Ademas de 1la Pproteina innibidora, la actividad catalitica
de la Fy tambi&n se controla por otros factores. Uno muy
importante es el ADP. Se ha demostrado gue la unién de un ADP a
Fy es suficiente para promover la inhibiciéon de la hidrélisis
(99-102).

El estado actual del conocimiento de los factores gque
intervienen en la regulacién de la ATP sintasa mitocondrial
indica que la actividad hidrolitica de esta enzima se regula
principalmente por: I) el potencial electroquimico de protones;
11). el péptido inhibidor; III) ADP y/o ADP, Pi y H% 1IV) cationes
divalentes y tal vez V) el estado redox de los grupos -SH en Fy.'
Hasta el momento, no es posible configurar un modelo en el cual

se considere la interrelacién de todos estos factores.
1.4. ESTRUCTURA DEL SITIO CATALITICO.

Hace apenas unos afios, en 1986, se propuso un modelo de la
regién de unién de MgATP en 1a adenilato cinasa (ADK) [103,104).
El grupo de Fry et al (103,105), Dbasdandose en estudios de
resonancia magnética nuclear y de rayos X en la ADK, identificé
en el sitio de enlazamiento de nucledtido a tres segmentos
(denominados 1, 2 y 3) cuyas secuencias son homélogas a ciertas
regiones de las subunidades B de Fy, al factor de elongacion EF-
Tu, a la proteina ras-p2i y a 1a enzima fosfofructoquinasa. Por
cristalografia de rayos X se ha determinado dque todas estas

moléculas forman elementos estructurales que sugieren dominios de
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unidn a nucledtidos (103,106,107)) E1 modelo de Fry Yy col. (103)
supone que los papeles mecanisticos asignados a estos segmentos
en la ADK se pueden aplicar a la ATP sintasa mitocondrial.

El segmento { tiene la funciédn mas compleja, en cuanto al
papel que desempeia en la unién del sustratoe al sitio, Este
segmento, situado a la mitad de una hendidura, forma un aza
flexible rica en glicina y terminada en un residuo de Lis-21 en
la ADK y Lis o Arg en otras proteinas. Segan el modelo en la ADK,
la Lis-2¢ se ubica cerca del grupo o-fosfato K (105) o y-
fosfato (108) del MgATP. El aza completa, solamente hace
contacto con el MgATP por medio de su Lis-24, la cual podria
corresponder a la Lis-1556 de B-EFy Y a la Lis-162 de la subunidad
B en la ATP sintasa mitocondrial identificada por fotomarcaje
de ‘afinidad (111). Esta Lis-162 estd situada en o cerca del sitio
de unién del PL y cerca del grupo y-fosfato del ATP., Es
decir, de acuerdo a Garin y col. (111) y Bullough y col. (i12) el
sitio de uniéon del {fosfato en la subunidad B de 1la Fy
mitocondrial contiene al menos un residuo de Lis, lo que
significa que estd cargado positivamente. En la funcién de este
segmento muy probablemente interviene su capacidad de
experimentar cambios conformacionales en respuesta a 1la
interaccidn con el sustrato o a una 1nt;ex‘acc16n con otra proteina
o 'dominio. Una evidencia fuerte de que esta aza sufre cambios de
conformacién, es que se han visto dos formas cristalinas (A y B)
de la ADK que se diferencian principalmente en la posicioén
espacial que adopta el segmento ! (109). Este cambio

conformacional en el segmento { da lugar a tres funciones
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importantes: 1) control en la accesibilidad del sustrato al sitio
de unisén; 2) modificacién de las afinidades del sitio de
enlazamiento (este concepto podria explicar 1a afinidad
extremadamente alta [10712M] del sitio catalitico en la ATP
sintasa que lleva a cabo catalisis unisitio a Dbajas
concentraciones de MgATP [104]) ¥ 3) reordenamiento de los grupos
cataliticos hacia el centro de reaccién, una vez que el sustrato
se ha unido.

Por otro lado, el segmento 2 forma una cripta hidrofobica,
en la cual se sitia el fragmento adenina-ribosa del MgATP,
mientras que el segmento 3 flanquea a la cadena trifosfato del
MgATP, siendo probablemente este el lugar de anclaje del Mg+,

En resumen, puede decirse que la subunidad B de F; tiene
un segmento conservado G-X-X-X-X-G-K-T, gque corresponderia al
segmento § de la ADK, ubicado cerca del sitio catalitico y que.
experimenta también cambios conformacionales gque podrian ser
esenciales para la unién del sustrato y la,catallsis. Sin
embargo, los datos disponibles en la Fy no permiten definir con
presicion el dominio de unidn del sustrato, el cual podria ser

similar, pero quizi no idéntico al de la ADX (ver esquema ‘4).

19



ESQUEMA 4. A. Representacidén’ simplificada de 1la
estructura cristalina de - la ADK, que muestra 1a localizacién,
determinada por resonancia magnética nuclear, del MgATP (tomado
de 1a Ref. 105). B. Modelo de la estructura terciaria de la
regién de unidn de nucledtido en la subunidad B de la E. COLI Fy-
ATPasa, La molécula de ATP esti colocada en la hendidura de
unisén, de manera semejante a la ubicacién en el sitio de unidn
del MgATP en la ADK (tomado de la Ref., 104). C. Modelo tentativo
del sitio. catalitico en 1la Fy-ATPasa mitocondrial. Se muestra al
anillo de adenina del ATP en una cripta, en donde el cardbdn 2
interacciona con la Tyr 345 mientras que el carbén 8 lo hace con
la Tyr 314, La cadena de fosfatos (en particular el fosfato
Y se localiza muy cerca de 1la Lys 162) interacciona con una
regién rica en Gly de la cadena B (aza de Gly) [tomado de la Ref.
111), Los . cilindros significan hélices a 'y las flechas 1indican
hojas plegadas B. Se indican las posiciones aproximadas de las
lisinas, ubicadas en las azas de glicina para las 3 moléculas.
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1.5. OBJETIVOS DEL TRABAJO,

Hasta el momento se han descrito un cilerto ntmero de
moléculas qué afectan las propiedades cataliticas de la FyFo ATP
sintasa mitocondrial. Algunas de estas actuan a nivel del sector
Fo, 1i.e. oligomicina (113), diciclohexilcarbodiimida (114) y
alquilcationes (115). Un namero auan mayor de moléculas no-
fisiologicas afectan 1la porcién F‘i.'i.e. diciclohexilcarbodiimida
(t116), nitrobenzofurazanos (117), aurovertina (118),
alquilcationes (119,120), efrapeptina (124,422), batofenantrolina
(123), y algunos analogos de nucledtidos de adenina (para una
revisiéon, ver 110). Otros factores que afectan la funciéon de la‘
enzima son el fosfato y HCO3~ ({24) y esta regulada, como Yya seﬁ’_.{
menciond, por la magnitud del gradiente electroquimico de”.
protones, la proteina inhibidora natural de la ATPasa (38,125) y
la concentracién de ADP y ATP. Sin embargo, hasta el momento no
se ha reportado que los nuclebtidos de piridina afecten la -
actividad catalitica de la enzima. Esto es de llamar la atencibn.v
puesto que un analisis de la estructura quimica del NADH revela
que solamente difiere del ADP en su porcién adicional
nicotinamida-ribosa. Debido a tal similitud estructural entre
ambos compuestos, se considerdé interesante investigar si el NADH
y los otros piridin nucledtidos (NADPH, NADP* y NAD*) afectaban
la sintesis y/o la hidrolisis desacoplada de ATP.

El hecho de que ciertos compuestos inhibidores como el
AMPPNP pueden afectar solamente 1;1 hidrélisis y no la sintesis de
ATP (126,427), v el hecho de que la afinidad de la Fy por ADP vy

P1i se incremente r}otablemente en condiciones acopladas (85,86),
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sugleren -que la enzima experimenta cambios de conformacién cuya
consecuencia importante es la modificacién del arreglo espacial
del o los sitlos cataliticos en las subunidades B. Schafer (128),
ha presentado evidencia, utilizando anailogos nucl‘eotidicos, de
que la ATP sintasa puede adoptar dos estados conformacionales
diferentes, y Boyer (71), ha considerado la posibilidad de que la
inhibicién por ADP y otros comportamientos observados podarian
deberse a la expresién de dos estados conformacionales que adopta
la enzima. Las interpretaciones de Komatsu-Takaki (129) sobre el
comportamiento de la ATP sintasa de cloroplasto, correlacionando
los estados de actividad sintética e hidrolitica, coinciden con
las conclusiones del grupo de Boyer.

Los dos puntos anteriores (accién de los inhibidores vy
cambios conformacionales de la ATP sintasa) son muy importantes

cuando se consideran los OBJETIVOS del presente trabajo:

I) Descripciéon del efecto de los piridin nucleétidos,
NADH, NADPH, NAD* y NADP* sobre la hidrolisis desacoplada y la

sintesis en la FyFo mitocondrial.

I1I}) Demostracién de que el grado de inhibicién de la
sintesis de ATP producido por el NADH, depende de las

concentraciones de ADP y Pi,

I11) Evaluacidn de las caracteristicas estructurales

importantes del NADH en 1la inhibicion de la sintesis de ATP,

IV) Anailisis de los resultados obtenidos en relacién a las
caracteristicas del sitio catalitico en presencia y en ausencia

del gradiente - electroquimico de protones,
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2, MATERIALES Y M&TODOS.
24. Preparacidén del material bioldégico.

2.4.4. Aislamiento de mitocondrias.

La preparacion que se describe es la de Low & Vallin
(130) para mitocondrias de corazdéon de res y consiste en romper el
tejido mecanicamente y separar las mitocondrias por
centrifugacién diferencial, Todos los pasos que a continuacién se
describen fueron hechos a 4°c,
1. Se le elimind al corazon de la res tode el tejido conectivo,
grasa y coagulos de sangre, .y Se corté al masculo en tiras de
aproximadamente 2 a 4 cm de ancho. Se molié la carne.
2. Se agregaron 4 1 de amortiguador A (sacarosa 200 mM, EDTA 15
mM/Tris-NaOH 5 mM, pH 7.4) por Kg de carne molida y se ajusté el
PH a 7.4 con solucién B (Tris saturado). Se licud durante 90
segundos y Sse aJtusté nuevamente el pH con la solucidn B,
3. Se colocd el licuado en bpotellas para centrifuga de 500 ml y
se centrifugs a 2,500 rpm ({,100Xg) dAurante 10 min a 4°C en 1los -
rotores JA-10 y GS-3. El sobrenadante rojo obtenido se decantd
pasandole a través de una gasa triple colocada sobre un vaso de
% 1, desechandose el precipitado.
4, El filtrado se centrifugdé a 10,000 rpm (16,000xg) durante {0
min a 4°C, utilizando los rotores JA-i4 y GSA para botellas de
250 ml. En el precipitado se encuentran las mitocondrias,
5. Las mitocondrias se resuspendieron' en 500 ml de amortiguador B
(sacarosa 250 mM, Tris-NaOH 5 mM pH 7.4) po‘r Kg de carne molida y
se centrifugd la suspensién a 2,000 rpm (600Xg) 10 min/4°C en el

rotor JA-14 o GSA.
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6. El sobrenadante se centrifugdé a 10,000 rpm por 15 min/4°C. El
sobr‘enadante se descarto. El precipitado esta compuesto por una
capa superior correspondiente a las "mitocondrias ligeras" y por
un paquete fuertemente adherido al fondo de la botella y de color
MAas oscuro dque corresponde a las "mitocondrias pesadas".

7. - Para obtener 1las mitocondrias 1ligeras se agité 1la Dbotella,
decantando y enjuagando con unos ml de sacarosa 250 mM. Las
mitocondrias pesadas se resuspendieron en el minimo volumen
posible de sacarosa 250 mM.

8. Por dltimo se homogeneizaron por separado ambos tipos de
mitocondrias y se determindé proteina por el método del Biuret en
alicuotas de 20 pl en presencia de desoxicolato de sodio  al
0.334. Estas mitocondrias se almacenaron concentradas (50-70
mg/ml) a una temperatura de -70°C hasta el momento de su uso. En
estas condiciones, las mitocondrias permanecen al menos 6 meses

sin alteracidn de sus propiedades.
2.41.2. Obtencion de psm-MgATP.

El método que se usd fue el descrito por Lee & Ernster
(131), el cual consiste en romper las *"mitocondrias pesadas" de
corazdén de res (130), suspendidas en un medic acuoso neutro que
contiene MgATP, por sonicacidn en tiempos de 45 segundos.
1. Se descongelaron aproximadamente 200 mg de mitocondrias a
309C, Yy se resuspendieron por homogeneizacién ajustando la
concentracion a 20 mg/ml El medio que se utilizé para
resuspenderlas fue una solucién de sacarosa 250 mM que contenia
ATP 6 mM y acetato de Mg 6 mM. Se ajusto el pH a 69-74 con NaOH

10 N.
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2, La suspensiédn de mitocondrias se sonicé duraﬁte 45 segundos,
manteniendo el vaso del sonicado en bafic de hielo a una
temperatura no mayor de 10°C. E! sonicado obtenido se centrifugé
a 12,000 rpm (17,000%g) durante 15 min a 4°C en el rotor JA-20,
3. El sobrenadante se centrifugé a 45,000 rpm (105,000%Xg) durante
40 min a 4°C en el rotor 60 Ti. El precipitado, formado por psm,
se lavé por resuspensiéon con sacarosa 250 mM y se sometié
nuevamente a centrifugacién a 105,000xg  por 40. min, El
procedimiento de -lavado se repitidé 3 veces, resuspendiendo las
psm con sacarosa -250 mM.

4, En el paso final, las psm se resuspendieron en sacarosa 250 mM
a una concentracién de #40-50 mg/ml y se almacenaron en alicuotas
de 100 pl a una temperatura de -70°C., La proteina se cuantificé

por el método de Lowry (i31),
2.1.3. Obtencién de psm-EDTA.

El procedimiento que se aplicd fue el descrito por Lee
y col. (133) que consiste en romper "mitocondrias ligeras" de
corazon de res, suspendidas en una solucidn que contiene sacarosa
y EDTA, por sonicacidn.
1. Se llevaron 30 ml de "mitocondrias ligeras" a una
concentracisn de 20 mg/ml en un medio que contenia sacarosa 250
mM/EDTA 2 mM. Se ajustd el pH a 82 con KOH.
e. Se sonicaron 50 ml de la suspension anterior durante
aproximadamente 2.5 min (2.5 min de sonicado/i0 ~ml dg
suspensidon), manteniendo el recipiente en bafio de hielo. La
temperatura durante todo el tiempo del sonicado se mantuvo abajo

de los 10°cC.
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3. El sonicado se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min en el
rotor JA-21. El sobrenadante se centrifugd a 45,000 rpm
(105,000%g) durante 45 min a 4°C en el rotor 60 Ti.

4, El precipitado obtenido se lavée 3 veces con sacarosa 250 mM
hasta que el sobrenadante quedd claro.

5. El precipitado final se resuspendié en sacarosa 250 mM Yy se
determindéd proteina por Biuret. La suspensidén se dividié en

alicuotas de aproximadamente 20 ml y se guardaron a -70°C.

24.4. Purificacién de 1la Fy mitocondrial.

La prepafacic’m de F; se hizo combinando los métodos de
Knowles & Penefsky (10) y Tuena de Gomez-Puyou & Gdmez-Puyou
(22)., Para esto se utllizaron las psm-EDTA previamente
descritas. El procedimiento que se empled fue; el siguiente:

. Se ajusté la concentracién de psm-EDTA a 30 mg/ml con una
solucién de sacarosa 100 mM, ATP 4 mM y EDTA 2 mM (medio de ATP)
El pH se equilibré a 92 con NH4OH 1 N. La temperatura se mantuvo
abajo de los 10°C.

2. La suspension de psm-EDTA se sonicé en periodos de 2 min
intercalando 1 min de descanso (este proceso se repitis 5 veces).
El vaso del sonicado se colocdé en agua/hielo manteniendo la
temperatura entre 35° y 409C. EI sonicado se centrifugso a 40,000
rpm durante {1 hr a 20°C.

3. Se disminuyd el pH del sobrenadante a 5.4 con acldo acético 3
N y se centrifugé inmediatamente é 1500 rpm durante 5 min a 20°C,
DeSpués de esto el pH del sobrenadante se ajusté a 80 con NHyOH
1 N

NOTA: Estos pasos se hicieron en un tiempo total menor de 5 min,
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4, El sobrenadante se pasé por una columna de sefarosa-
hexilamonio (HA-sepharose 4B de Pharmacia), previamente lavada
con 200 ml de HpO y equilibrada con 40 ml de medio de ATP, a una
velocidad de 1 gota/6 segﬁndos. a temperatura ambiente (23°C) La
columna se lavé con 80 ml de medio de ATP Yy las fracciones se
recolectaron por elucion con medio de ATP adicionado con KCl 1 M
a una velocidad de ! gota/b segundos.

5. Se midié proteina por el métode de Bradford a las diferentes
fracciones colectadas. Las fracciones con el mayor contenido de
Proteina se juntaron y se procedid a precipitar el volumen final
obtenido con un volumen igual de sulfato de amonio, a temperatura
ambiente.

6. Después de la precipitacién con sulfato de amonio, la(s)
fraccién(es) se dejaron en hielo durante 30 min. Al término de
este tiempo se centrifugaron a 1,500 rpm por 15 min a 4°C.

7. El precipitado se resuspendid en medio de ATP y se centrifugd
a 3,500 rpm/10 min. El sobrenadante se Pprecipité con un volumen
de sulfato de amonio.

8. La proteina se determindé por Bradford y la actividad ATPasa

por espectrofotometria.
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2.2, TECNICAS,
2.24, Cuantificacion del ATP formado durante la sintesis de

ATP.

La sintesis de ATP, impulsada por la oxidacion del
succinato en presencia de rotenona Yy dAe una trampa de ATP
(glucosa + hexoguinasa), se midié en las condiciones descritas en
la seccién de Resultados, usando [32P] como trazador. Los
nucledtidos de piridina y los otros compuestos (nicotinamida,
nicotinamida-mononucledtido y aqenosin-difosforribosa) se
disolvieron en Tris-HCl 300 mM, pH 7.4. Una vez solublilizados se
midid el pH y en el caso del NAD* y NADP* se ajusté a 7.4 con
Tris solido. Se tomaron alicuotas de las‘ soluciones y se
adicionaron a la mezcla de reaccién. Los controles contenian
concentraciones equivalentes de la solucién amortiguada sin el
compuesto a probar.

La mezcla de reaccion (200 pl} se colocd en matraces
Erlenmeyer de 25 ml y se incudbd con agitacidén continua durante 4
min a 30°C. La reaccién de sintesis se interrumpié al agregar 05
ml de &cido +triclorocacético al 6%, y colocando los matraces en
hielo. Los 0.7 ml Qe cada uno de los matraces se recuperaron en
tubos de ensayo Yy se centrifugaron a 3,000 rpm/5 min a
temperatura ambiente. Del sobrenadante obtenido se transfirieron
05 ml a tubos de ensayo.

La extraccisn del [32P) 1ibre se hizo agregando a los
05 ml del sobrenadante, 0.8 ml de HpO + { ml de moliibdato de
amonio al 334 y HpS0y 375 N (para formar el complejo
fosfomolibdato, soluble en fase orgintica) + 0.2 ml de acetona

(favorece la separaciéon de fase acuosa y organica), Se agité en
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vértex durante { min Yy . se. adiciond {1 ml de isobutanol-benceno
(1:1). Nuevamente se agitdé en vértex durante 45 segundos, se
centrifugs y elimindé por succidn la capa orginica. Esta serie de
pasos se repitieron 5 veces, para asegurar la remocién de todo el
32p  1ibre.

El AT32P formado se determiné indirectamente por
deteccion de 1la radlactividad presente en la fase acuosa como
(32Plglucosa-6-fosfato.

2.22. Medicidon del fosfato 1iberado durante 1a hidrdlisis
ae {y32P)-ATP.

La hidrslisis de ATP se mididé por liberacién del 32p
en las condiciones que se describen en la seccién de Resultados.
En este caso la reaccidon se pardo con HCl 04 N que contenia 0.25
g de carbdn activado por ml. Después de agregar el carbon, los
tubos se agitaron en vértex y se colocaron en hielo. Los tubos se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.
La cantidad de foésforo liberado durante 1a reaccién se midid
detectando la radiactividad presente en el sobrenadante como 32p,

En 1a medicion de ambas f{funciones (hidrélisis y
sintesis} se incluyeron blancos para cada condicién estudiada.
Estos Dblancos contenian +todos los componentes de la mezcla de

reaccién, excepto la enzima.
2.2.3. Cuantificacidn de proteina,

2.2.3.4, Mé&todo de Lowry.
i, Se colocaron por duplicado volimenes de 20 Yl y
40 Dl de la suspensién final de psm en sacarosa 250 mM, En el

caso de la F;y scoluble, ésta se diluyd 1:50 en medio de ATP.
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2. Se agregd § ml de mezcla Lowry preparada de la
manera siguiente: 100 ml rde NapCoz al 2% en NaOH 04 N + { ml de
tartrato de Na‘*/K* al 2% + t ml de CuSO4 al {4 Se deJd reposar
durante 10 min, Esta mezcla se preparé inmediatamente antes de
ser agregada.

3. Después de transcurrido el tiempo de reposo, se
agregaron 0.2 ml de reactivo Folin-Ciocalteu diluido 13 con HpO.
Esta adicion se efectud mientras 1los +tubos eran agitados en
vortex,

4, La curva estandar se hizo con 10-60 ypg/ml de
alpimina sérica de bovino y se tratd de idéntica forma que los
problemas.

5. Se midid la absorcidén de estdndares y problemas a

660 nm después de transcurridos 40 min.

2.2.3.2. Mé&todo de Bradford.

1. A 1a muestra conteniendo 4-50 pg de proteina se le
adiciond | ml de reactivo de Bradford preparado como sigue:
100 mg de Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95/ + 100 m! de
acido fosforico al 85/ aforados a ! 1 con agua y flltrado. Una
vez agregado el reactivo se procedid a mezclarlo inmediatamente,

2. La absorcion se m1d16 a 595 nm 10 min después de
adicionado el reactivo.

3. El blanco se prepard con agua, mMis la cantidad

adecuada de amortiguador,

2.2.3.3, Mé&todo de Biuret.
i, Se aford la muestra de proteina problema que

contenia entre 025 mg y 5 mg a { ml con agua.
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2. Para el blanco, se colocé un volumen adecuado del
amortiguador utilizado para suspender la muestra y se aford a
1 ml con agua.

3. La curva estindar se hizo agregando 1-6 mg/ml de

albGmina sérica de bovino.

4. Se agregaron 2 ml! del reactivo de Biuret a los
blancos, estiandares y problemas. E! reactivoe de Biuret tiene la
composicion siguiente: CusSoy al 0.454 + tartrato de HNat/kK* ail

0.67 y NaOH al 3/

5. Después de transcurridos 30 min de incubacidén, la

apsorcion se leyd. a 550 nm.

3



3. RESULTADOS.

34, EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLESTIDOS SOBRE LA HIDR6LISIS DE
ATP EN Fy SOLUBLE Y PARTICULADA.

Se estudid el efecto del NADH sobre la actividad ATPasa
de psm-MgATP variando la concentracién de Mg-[y32P}-ATP. A
~la mezcla de incubacién se 1le agregd el desacoplante FCCP
y rotenona en exceso para 1inhibir al complejo I mitocondrial y
de esta forma evitar la oxidacién del NADH. La figura 1 muestra
el grafico doble reciproco, en el cual la concentracién final de
NADH fue de 5 mM. Se observa que el NADH inhibié la actividad
hidrolitica competitivamente. La Km para el cont‘rol fue de
aproximadamente 150 pM y en presencia del NADH § mM el valor de
la 'Km aumenté hasta 520 pyM, La Vmax fue de 0.8 pmol mg"mln". El
valor de la Ki para el NADH fue de 13 mM. Debido a que el efecto
inhibidor del NADH fue de tipo competitivo con respecto aly
sustrato MgATP, los experimentos que se presentan en las figuras
2 Y 4 se llevaron a cabo a una concentracién constante de 100 pM
MgATP. En la figura 2 puede observarse que el NADPH y el NADP*
innhibieron la actividad ATPasa en forma casi igual que el NADH.
La potencia del NAD* para inhibir la hidrslisis fue menor
comparada con la de los otros piridin nuclestidos.

Al observar que los piridin nucledtidos - ejercian un
efecto inhibidor sobre 1la hidroélisis en psm-MgATP, se considerd
importante investigar si la enzima soluble se afectaba por estos
compuestos. Del analisis de las figuras 3 y 4 se deduce que loé

resultados en 'la Fy fueron similares a los obtenidos en las psm-
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MgATP. La inhibicidén por NADH, NADPH, NADP*+ y NAD* fue de tipo
competitivo con respecto al MgATP (Figura 3). Los valores de Km
para el NADH, NADPH, NADP* y NAD' fueron, 676 pM, 500 pM, 500 pM
Y 410 uM, respectivamente. La magnitud de la inhibicidén causada
por los tres primeros fue cuantitativamente similar (Figura 4),
mientras que la potencia del NAD* fue menor, pero comparable a ‘la
obtenida en las psm-MgATP.

Estos resultados indican que los piridin nuclesdtidos
inhiben la hidrélisis de ATP, en la ATP sintasa mitocondrial,
interactuando con el sector Fy y muy Pprobablemente actuando a
nivel del o los sitlos cataliticos en una forma competitiva con
respecto al MgATF. 5in embargo, un comportamiento competitivo no
estrictamente significa gque el inhibidor Dbloguee al sitio
catalitico puesto gue podria entrar en un sitio cercano a é&ste,
c‘ausando con ello una daistorsién del sitio de reaccidn, lo cual
daria lugar también a una 1inhibicién de tipo competitivo (133).
Sin embargo, €1 NADH asi como los otros piridin nucledtidos, si
entran al sitio catalitico, como 1o indican los resultados que a

continuacidén se describen.
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FIGURA 1. EFECTO DEL NADH SOBRE LA HIDROLISIS DE
ATP - EN- PSM-MgATP. Particulas submitocondriales a ~una
concentraciéon de 125 pg/ml se incubaron durante 4 min a 30°C en
una mezcla. gue contenia Tris-HCl 30 mM pH 7.4, . sacarosa 200 mM,
rotenona { M, FCCP { pM vy 1las concentraciones 1indicadas de
Mgly32P)ATP. La concentracisn de NADH utilizada fue de 5 mM,
(A) Control; (o) NADH.
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FIGURA 2. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
FIRIDIN NUCLESTIDOS SOBRE LA HIDROLISIS DE ATF EN FSM-MgATF. Las
condiciones de incubacidn fusron las mismas que en la figura 1,
excepto que la concentracidn de MgATF fue de 100 pM con las
concentraciones de piridin nucledtidos indicadas. La actividad
‘especifica del control fue de 57 nmol ATP hidrolizado min=?*.mg—*.
{(0) NADHj; (&) NADFH; (@) NADF+3; (&) NAD-.
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FIGURA 3. EFECTO DE NADH, NADPH, NADP' y NAD*
SOBRE LA HIDR6LISIS DE ATP EN Fy SOLUBLE. Las condiciones de
incubacién fueron las mismas que las descritas en la Figura -i,
excepto que se omitid la adicisn de rotenona y FCCP a la mezcla,
La cantidad de F; empleada fue de 1.4 yg/ml de la mezcla de
incubacidén, Todos los piridin nucledtidos se ensayaron a una
concentraciéon final de 5 mM.

" (A) Control; (o) HNADH; (o) NADPH; (e) KADPY; (e) NAD*.
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FIGURA 4., EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
PIRID:.L NUCLESTIDOS SOBRE LA HIDRSLISIS DE ATP EN Fy SOLUBLE. Se
emplearon las mismas condiciones experimentales que las descritas
en la Figura 3, excepto que la concentracién de MgATP fue de 100
YM con las concentraciones indicadas de NADH, NADPH, NADP* 'y
NAD*. En este caso la actividad especifica del control fue de 7
ymol ATP hidrolizado min~img-l.
(0) NADH; (o) NADPH; (e) NADP'; (@) NAD*.
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3.2, EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLESTIDOS SOBRE LA SINTESIS DE
ATP,

Puesto que los piridin nucledtidos inhibieron la
hidrolisis de ATP en condiciones desacopladas, se considerd de
interés explorar si estas moléculas también afectaban la sintesis
de ATP. En todos los experimentos gque se llevaron a cabo,’ las
mezclas de reaccidn contenian psm-MgATP, succinato como sustrato
respiratorio, rotenona ¥ una "trampa" de ATP (hexoguinasa +
glucosa) con el fin de mantener una concentracién constante dae
ADP durante todo el experimento. Al ensayar Jdiferentes
concentraciones de ADP a una concentracion constante de fosfato
(P1) de 5 mM, se observd que el NADH inhibié la sintesis de ATP
de una forma competitiva con respecto al ADP. Este resultado
puede observarse en la Figura 6. Los datos reportados en las
figuras ¢ a 5 Ssugleren que el NADH interactia con el © los sitios
cataliticos en la porcién Fy ¥y gue muy probablemente tal
interaccién se lleva a efecto por medio de la adenina o lar parte
ADP del NADH.

No obstante, se disedaron experimentos para investigar
si el efecto inhibidor ejercido por el NADH sé veia afectado por
Pi o si solamente la interaccidon era por medio de 1a parte del
sitio catalitico que une ADP. En la figura © se resumen 1los
resultados de varios experimentos en 1oS que se probé el efecto -
del NADH a una concentracion final de 5 mM a tres concentraciones
distintas de ADPF, i.e. 10 pM, 50 pM (valor muy cercano a la Km
para el ADP, ver fig. 5) y 500 uM, En cada una de estas

concentraciones de ADP, la concentracién de Pi se varié de 04 mM

38



a 10 mM. Como se puede observar, Yy de acuerdo a la cinética de
tipo competitivo que se enconird para e! NADH con respecto al ADP
(figura %), a concentraciones jguales de Pi la inhibicidén causada
por el NADH fue mayor a menor concentracién de ADP. Ademas de
esto, se observé que el grade de inhibicién preoducido por el NADH
daisminuyé a medida qgque la concentracién de P1 se aumentd (fig.6).
Es de llamar la atencién que aGn a una concentracién de ADP de
500 pM y 100 pyM de Pi, la inhibicién de la sintesis de ATP
obtenida es todavia significativa. De los resultados de estos
experimentos es evidente que e&! grado en el cual una
concentracibn dada de Pi es capaz de revertir la inhiblicién
causada por el NADH depende de la cantidad de ADP presente.

Otro aspecto interesante a explorar fue la forma en que
diferentes concentraciones de NADH inhibian la sintesis de ATP a
distintas concentraciones de ADP y Pi. De 'la figura 7 es posible
concluir que a concentraciones casi saturantes de Pl (5 mM) vy
limitantes de ADP (10 yM), la accién inhibitoria de
concentraciones crecientes de NADH fue menor gque en 1a situacidéon
inversa (Pi limitante, 04 mM con ADP saturante, 500 yM) La
interpretacién gque surge de los datos presentados en las figuras
6 y 7 es que el Pi ejerce un efecto marcado sobre el mecanismo

por el cual el RADH inhibe la sintesis de ATP.
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FIGURA 5. EFECTO DEL NADH SOBRE LA SiNTESIS DE

“ATP. Particulas submitocondriales MgATP a una concentracién de

450 pg/ml se incubaron durante 4 minutos a 30°C en una mezcla que
contenia Tris-HCl 30 mM PpH 7.4, sacarosa 200 mM, succinato 10 mM,
glucosa 20 mM, 7 Unidades de Hexoquinasa, [33P] como trazador Yy
las concentraciones indicadas de ADP. Se determiné una Km de 45
yM para el control (A) y de 91 pM en presencia de NADH 5 mM
(6). La Vmax fue de 125 nmol ATP formadoe min-img! de proteina,
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FIGURA 6, EFECTO DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE
ADP y FOSFATO SOBRE EL GRADO DE INHIBICI6N DE LA SiNTESIS DE ATP
POR NADH. Se incubaron las psm-MgATP en las mismas condiciones
que en la Figura 5, excepto que concentraciones de ADP de 10 pM
(0), 50 YM (o) y 500 pM (e) se emplearon con las concentraciones
indicadas de fosfato. Las actividades especificas con 10 mM
fosfato y ADP 10 YM. 50 YM y 500 pM fueron: 17, 66 y 108 nmol ATP
formado min-lmg respectivamente. La concentracién de HNADH
para cada condiclon fue de S5 mM constante,
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FIGURA 7. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
NADH SOBRE LA SiINTESIS DE ATP. Las particulas submitocondriales

- se incubaron en las mismas condiciones que las descritas en la

Figura 5, excepto gue se ensayaron las condiciones siguientes:
ADP 10 pyM y fosfato 5 mM (e)y ADP 50 yM y fosfato 0.5 mM (o) vy
ADP 500 pyM y fosfato 04 mM (A), variando la concentracién de
NADH, Las actividades especificas de 1os controles, en cada
condicién, fueron: 36, 26 y 19 nmol min~img-!, respectivamente.
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3.3. EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLEOTIDOS Y SUS COMFONENTES
MOLECULARES SOBRE LA SINTESIS DE ATP.

Con el objeto de explorar mas a fondo la magnitud con
que las diferentes partes de la molécula de NADH intervenian en
12 inhibicion de la sintesis de ATP, se selecciond una condicién
en la cual el NADH inhibié la actividad sintética en un 50/ es
decir, a una concentracion de ADP de 50 vM y Pi de 05 mM. A
estas concentraciones de ADP y Pi, la molécula de ADP-ribosa
causd una inhibicidén del 30% (Tabla 1), Este hallazgo apoya la
observacién anterior en el sentido de que aparentemente la
porcidn ADP induce la mayor parte de la inhibicién producida por
el NADH; sin embargo, la secciéon nicotinamida del NADH también
Parece contribuir a la accidéon inhibitoria de la mitad ADP Ya que

se encontrd que el NAD'* causdé relativamente poca inhibicién. De

i este resultado se deduce que la carga (+) en el anillo

nicotinamida Jjuega un papel crucial en la inhibicién producida
por la molécula de NADH completa. Esto es, la porcion ADP-ribosa
unida a la parte nicotinamida ejercié un efecto inhibitorto
marcado sdlo en el caso en que el anillo nicotinamida carecio de
carga positiva (ADP-ribosa + anillo nicotinamida neutro = HNADH)
De hecho 1la carga positiva en el anillo nicotinamida
aparentemente disminuye 1la interaccidon con la Fy particulada,
puesto que el efecto del ADP-ribosa fue mayor que el del NAD*‘
{Tabla 1). Las otras moléculas que se probaron, nicotinamida Y
NMN, carentes de l1la porcion ADP, afectaron muy poco la sintesis

de ATP (Tabla 1)
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TABLA {, INHIBICISN DE LA SINTESIS -DE ATP POR LOS PIRIDIN
RUCLESTIDOS Y SUS PARTES.

MOLECULA3 7 DE INHIBICISN DEL CONTROL

NADH 50
ADP-R 30
NAD* 17
NADPH 12
NADP* ‘ 5
NMN 5
Nicotinamida 2

Los experimentos se llevaron a .cabo con. una
concentracién de ADP de 50 YyM y PL de 05 mM siguiendo las
condiciones descritas en la Figura 5. Los compuestos probados se
disolvieron en Tris-HCl 300 mM, PH 7.4. En el caso del KNAD* y
NADPY, el pH se ajustd a PH 7.4. Después de 1a adicidn de estas
soluciones, la concentraciéon final de Tris-HCl fue de 30 ‘mM. El
control también contenia esta concentracidn de Tris-HCl La
actividad especifica del control fue de 19 nmol ATP min~img-i,

a. Concentracidn f£inal, 5 mM.
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Es importante seiialar que el NADPH ejercié una pequeia
inhibicién de 1la sintesis de ATP. Al parecer, la presencia de un
fosféto adicional en la ribosa _unida 2 la adenina es un factor
que impide la accidén inhibitoria del resto de la molscula. Por
dltimo, en el caso del NADP* que contiene un anillo nicotinamida
con carga positiva y el fosfato adicional, el efecto sobre 1la

sintesis de ATP es practicamente nulo (Tabla {).

NOTA. Todos 1los experimentos descritos en esta seccidn de
resultados se hicieron con un lote de NADH exento de la
contaminacidn por ADP ( ver addendum pp. 59).
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4, DISCUSISN,

En las mitocondrias, el NADH es uno de ‘los .principales
sustratos oxidables de 1la fosforiiaclén oxidativa. Ademis, en el
laboratorio, el NADH es un componente de uno de los mé&todos mas
ampliamente utilizados Para estimar Jla hidrdlisis de ATP en Fy
particulada o soluble (135). Es muy probable que el efecto
inhibitorio del NADH sobre 1a hidrolisis y la sintesis de ATP no
se haya observado c¢on anterioridad -‘debido a que las
concentraciones de piridin nucledétidos requeridas para observar
tales efectos caen en el rango mM. [Estas concentraciones son
mucho mis elevadas que las que se emplean para medir actividad
ATPasa con un sistema regenerador de ATP (135). Sin embargo, en
muchos casos se utilizan concentraciones mM de NADH en estudios
de fosforilacidn oxidativa.

De los resultados de esta investigacidn se derivan
aspectos interesantes, como por ejemplo el hallazgo de que el
NADH inhibid la sintesis de ATP mas efectivamente gque el NADPH y
el NADFP*, a pesar 4e que estos dos iltimos compuestos inhibieron
la hidrdlisis en grado similar al NADH. Debido a que 1la
inhidicién causada por los piridin nucledtidoes fue de tipo
competitivo, los datos sugieren que la selectividad del sitio
catalitico es diferente en presencia y ausencia del potencial
electroquimico de protones. Si se analizan los- datos presentados
en 1la Tabla §, es evidente que ciertos factores estructurales de
los piridin nucledtidos resultan ser importantes cuando se
considera su capacidad para inducir inhibicién de la sintesis de

ATP. Por ejemplo, es interesante que e! NADH sea un inhibidor
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competitivo de 1a sintesis de ATP mas potente que el NADPH. Este
resultado indicaria que la Fy al “sentir" el gradiente
electroquimico cambia su estado conformacional haciéndose menos
susceptible a la inhibicién por NADPH. Esto hace pensar que 1la
hendidura nhidrofobica del sitio catalitico donde se acopla 1la
adenina-riposa disminuye de tamafio, 0 Dbien que el grado de
hidrofobicidad se incrementa impidiendo con ello que una molécula
cargada como lo es el fosfato pueda penetrar, Siguiendo con esta
linea de pensamiento, es interesante el dato de que la ADP-ribosa
sea una molécula inhibidora m&s potente que el NADPH.

Por otro lado, si se compara la efectividad inhibitoria
del NADH con ADP-ribosa y NADY, se observa el orden s..lgulente:
NADH>ADP-ribosa>NAD* (donde > significa mejor inhidbidor que..).
Esto indica que la potencia de los piridin nucledtidos para
inhibir 1la sintesis de ATP no sbdlo se ve afectada por la
presencia del fosfato en la ribosa-adenina, sino también por las
caracteristicas del anille nicotinamida. Aparentemente, la carga
“positiva en la nicotinamida es un rasgo muy importante que
impediria al piridin nuciedtido ser un inhibidor potente de la
sintesis de ATP. Esto es muy claro cuando se compara la
efectividad como 1inhibidor entre el NAD* y el NADH, Dicho en
otros términos, se tiene evidencia de gque en el sitio catalitico
{particularmente cerca de o en el lugar donde se une el Pi) hay
.al menos un residuo de Lis {114,112) en la posiciédn 162 (111). St
se interpretan los resultados obtenidos con el NAD* y el NADH de
acuerdo a los hallazges de Garin y col. (111) y Bullough ¥y col.

(112), podria concluirse gque la menor capacidad del NAD* para
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inhidbir la sintesis de ATP se debe a una repulsién por carga
entre la Lis-162 ¥y el anillo nicotinamida del NAD*. Como
corolario a estas interpretaciones, se obtuvieron datos en este
trabajo gque indican que concentraciones crecientes de Pi
disminuyeron y abolieron el efecto inhibitorio del NADH sobre 1la
actividad sintética.

Todos estos datos pueden interpretarse en su conjunto de
la manera siguiente: la porcidén ADP del RADH ocuparia el sitio de
unisn del ADP en el sitio catalitico mientras que el resto de la
.molécula (ribosa-nicotinamida) interactuaria con el sitio donde
el Pi entra en la reaccién de sintesis.

Se puede pensar gque cuando existe un gradiente
electroquimico de protones, el NADH entra a los sitios de unién .
del ADP y Pi en la Fy por medio de su porcién adenina-ribosa, es
decir,’ este segmento actuaria como "punta de lanza" y seria el
primero en ser reconocido por la enzima. Este mecanismo de
entrada del HNADH explicaria satisfactoriamente la baja potencia
inhibitoria del NADFH en la sintesis de ATP. Aparentemente, en
el sitio de unién del ADP 1las interacciones hidrofsédbicas no
permiten que esta region del sitio catalitico adopte
configuraciones espaciales flexibles. De ninguna manera debe
descartarse. 1a - posibilidad de que el NADPH entre al sitio; sin
embargo la permanencia del fosfato adicional en un microambiente
hidrofsbico no es termodinimicamente factible. Una vez que la
porcidn adenina-ribosa del NADH se acomoda en €l Sitio del ADP,
su funcién seria la de servir como *“segmento ancla”, permitiendo
ahora que la porcién ribosa-nicotinamida interactde con otra

regién del sitio catalitico. Esta idea se sustenta en 110s datos
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obtenidos con el ADP-Ribosa, NAD*, NMN y nicotinamida (Tabla 1)
El ADP-Ribosa carece del anillo nicotinamida, por 1o que su
efecto inhibitorio es menor con respecto al ejercido por el NADH.
Tal observacién 1indicaria que no solamente el "segmento ancla”
(adenina-ribosa) es importante sino que también el anillo
nicotinamida debe estar presente para que el piridin nucledtido
induzca el miximo grado de inhibicién. Es muy factible que el
anillo nicotinamida gquede situado cerca de o en el sitio de unién
del Pi. No obstante, resulta trascendental que la nicotinamida
esté presente en forma neutra (ver dato del NAD*, Tabla 1), La
carga positiva en el anillo nicotinamida dael NAD* podria causar
una distorsidn de la estructura en el aza de glicina que contiene
a la Lis-162 (ver mé&s adelante), impldiendo con ello que esta aza
se acomodara apropladamente, esto significa que el efecto
"tapadera" o de "compuerta" del aza no se produciria. En el caso
del NADP*, el cual tiene un fosfato adicional y el anillo
nicotinamida cargado positivamente, tanto el efecto est&rico y/o
la inestabilidad termodinamica en el sitio del ADP como 1la
interaccidén electrostitica del nicotinamida se presentarfian
simultaneamente, reduciendo atin mas la capacidad inhibitoria de
este compuesto (comparar datos del NADPY, NAD* y NADH, Tabla 1).
Por iltimo, ¥ apoyando el concepto del efecto "ancla" = ejercido
por la porcidn adenina-ribosa, estian los resultados con el NMN y
la nicotinamida (Tabla 1), Ambos compuestos parecen requerir la
mitad adenina-ribosa para poder inducir inhibicién. También se
podria argumentar que como estos compuestos no bloquean la

entrada del ADP a su sitio de unién, este ADP enlazado a la
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enzima pudiera favorecer la entrada del P4, probablemente
7aumentando su constante de afinidad, con lo que se disminuiria
notablemente 1la posibilidad de que el NMN y el nicotinamida
interactuaran con la regidon del sitio catalitico que une PL. En
el esquema 5 se presenta un modelo gque trata de representar la
forma en que el NADH entra al sitio catalitico y permanece unido
a éste

Es relevante el hecho de que una molécula como el NADH
cuyo tamano es mayor que el del ATP y ademas con una estructura
diferente (en la porc¢idén ribosa-nicotinamida), pueda acoplarse al
0 los sitios cataliticos en la Fy. Esto induce a pensar en un
posible papel para el aza de glicina que termina en la Lis-162
(111) en el sitio catalitico de la Fy, Yy que de acuerdo a Fry y
col. es equivalente al segmento i en 1la ADK (103). Probablemente
la rigidez del sitio catalitico en la F; se modifique debido a
que este segmento experimenta cambios conformacionales que
permiten la entrada de mol&culas tales como el NADH.

Aunque . es evidente la importancia del NADH como una
molécula dGtil para el estudio del sitio catalitico, actualmente
no es posible asignarle un papel como regulador £isiolégico. A
las concentraciones elevadas de fosfato (wws), ATP (10 mM} y NADH
(2-3 mM) que normalmente se encuentran en mitocondrias aisladas
(136), un efecto regulador del NADH sobre 1la sintesis de ATP

pareceria poco probable,
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ESQUEMA 5. A. Modelo que representa el movimiento
espacial del aza de glicina en la ECF.-ATPasa. Tal desplazamiento
de]l aza permitiria la entrada del NADH por su porcién adenina-
ribosa. B. Colocacién probable del NADH en el sitio de unién del
MgATP. Observe que el aza de glicina ha retornado a su posicién
normal y que ademds el anillo nicotinamida se encuentra cerca de
1a lisina—-155. C. Posicion del NADH en el sitio de unién del ATP
en la Fi:-~-ATPasa mitocondrial. Se. ha colocado al anillo
nicotinamida muy cerca de la lisina-162.
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6. ADDENDUM. Deteccidn de ADFP presente en preparaciones de NADH,

6.4. INTRODUCCISN.

Durante la década de los afos 70’s los estudios sobre la
pureza de las preparaciones d4e NADH (i-4) resultaron de
primordial importancia, puesto que algunas investigaciones
anteriores (5-7) habian demostrado, de manera indirecta, la
presencia de ciertos compuestos que eran capaces de inhibir la
actividad catalitica de la enzima LDH, De acuerdo a estos
trabajos (1-4), los inhibidores se forman por descomposicién del
NADH disuelto en amortig'uadores de pH alcaline y mantenidos a
temperatura ambiente, o bien a partir del NADH en forma sélida
que se almacena a temperaturas entre 4 y 10°C en atmésfera
himeda. El1 trabajo de MiKsic & 3Brown (2), es el primer estudio
detailado acerca de las condiciones o&éptimas para el anilisis de
los productos formados por ruptura del NADH bajo condiciones
acidas. En este trabajo se establecieron las condiciones para la
separaciétn de compuestos estindares, tales como « y B-NADH, « Yy
B-NAD*, AMP, ADP, ADP-ribosa, MNMN, adenosina, adenina Yy
nicotinamida, combinando las técnicas de HPLC en fase reversa y
de intercambio iénico. Un aino antes, en 1976, Margolis y col. (1)
desarrolla un procedimiento por HPLC en {fase reversa para la
evaluacién rapida de 1la pureza de algunas preparaciones
comerciales de NADH. Aunque el mé&todo de Margolis (1) pudo
separar eficazmente AMP y ADP-ribosa del NADH, no se detectd la

presencia de ADP,
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En este apartado se describiran una serie de experimentos
due se disefiaron para determinar si el polvo de NADH conservado a
una temperatura de 10°C contenia ADP, Este polvo de NADH
permanecid guardado durante mias de un afic en un desecador mal
cerrado y presentaba, al momento de su uso, un intenso color
amarillo-anaranjado. Incluso las soluciones ligeramente alcalinas
(PH 7.4) preparadas con este material eran también de color
amarillo-anaranjado. Se presenta un resultado obtenido por HPLC
de intercambio 1énico, en el cual se aprecia claramente un Ppico
cuyo tiempo de retencidn coincide con el tiempo de retencién del
estandar de ADP, De este resultado y de los demis gque se
muestran, se deduce que la concentracidén aproximada de ADP en una

solucién ligeramente alcalina de NADH 5 mM, fue 2 50 M.

6.2. RESULTADOS.

El hallazgo de gque la solucidén alcalina de NADH,
Preparada con el polvo almacenado en refrigeracion, contenia ADP
en concentracidén alta (del orden pHM), se derivd del estudio sobre
el efecto de desplazamiento de un AdN unido a Fy-Psm-MgATP
ejercido por el NADH. La Tabla 2 muestra que de todos los piridin
nucledtidos probados, solamente el NADH causa la salida de 1 mol
de AdN previamente enlazado a Fy. [Este dato fue muy interesante,
puesto que el NADH es el dnico piridin nuclestido conocido que
experimenta rompimiento de su molécula con la formacidn
subsecuente de diversas sustancias, tales como AMP, ADP-ribosa,
entre otras. A diferencia de lo que sucede en las soluciones de

NADPH, NADP* y NAD*, las preparaciones de NADH sometidas a
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ciertas condiciones de almacenamiento o por descomposicién del
polvo que ha adsorbido agua del medio ambiente, dan origen a la
formacidén de varios inhibidores de la LDH que han sido
detectados por métodos cromatogriaficos (8-10) y ciné&ticos (11).
En 1984, Yamauti y col. (i12) establecieron la estructura quimica
de dos (I-1 e I-2) de los tres inhibidores de la LDH presentes en
soluciones alcalinas de NADH. Los 1nh1b-idores seglin Yamautl (12),
son: {,6-@dihidronicotinamida adenin dinucledétido (I-1) Y un
dimero formado por NADH y el I-1 (I-2). Estas dos moléculas se
unen por medio del C-6 del anillo nicotinamida (NC-6) del NADH y
el NC-2 del I-1, Ambos inhibidores son formas reducidas del! NADH
(12), Con base en la observaciéon de que el NADH es el dnico
piridin dinucledétido que induce la salida de { mol de AAN (Tabla
2) Yy con el antecedente de que puede descomponerse Sse pensd
en la posibilidad de que algun producto generado por ruptura del
NADH o bien uno © ambos inhibidores de la LDH, fuesen los
responsables del efecto. Los resultados de la Tabla 3 sugieren
que la potencia de un determinado lote de NADH para inducir el
desplazamiento de 1 mol de AdN unidoe a la enzima, no dependia del
tiempo que habia permanecido almacenado y sin abrir el frasco
sino de la presencia de algun compuesto diferente al NADH. Esto
se dedujo en base 2 la observacién de que el polvo de NADH del
lote 13F-74101 (ver Tabla 3, experimento ¢) estaba contenido en
un frasco sin abrir, colocado en desecador, por lo que se
clasificé como un lote de NADH nuevo. El color del polvo de NADH
de todos los lotes, excepto el (7F-Ti501, £fue blanco (Tabla 3).

A continuacién se procedid a investigar si esta sustancia pudiera
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ser uno de los inhibidores descritos por Yamauti y col. (12).

Una particularidad de los inhibidores presentes en
ciertos lotes de NADH, es que son capaces de inhibir a la LDH. La
Tabla 4 muestra los daios de un experimento en el cual se sometid
la solucién de NADH a tratamiento con LDH/piruvato. La hipdtesis
de este experimento fue la siguiente: si el NADH era la molécula
responsable del desplazamiento de un AdN, entonces, al ser
okidado a NAD' por la LDH, el efecto deberia desaparecer (Tabla
2). Sin embargo, el efecto contintia presentindose. Esto sugeria
que probablemente algin inhibidor fuese el compuesto que indujera
la salida de { mol de AAN. ¢ Era algin inhibidor d4e 1a LDH,
presente en la solucién de NADH, el cusante del desplazamiento o
el efecto estaba siendo causado Por un producto de ruptura del
NADH 7. Para contestar esta pregunta, se diseid¢ un experimento en
el que a la solucidn de NADH se le tratd con PMS. Este colorante
~oxida al NADH y destruye a los inhibidores de la LDH (I-4, I-2 e
I-3) [12). Los resultados de la Tabla 5 claramente indican que
una sustancia diferente al NADH y a 1los inhibidores es 1la
responsable del desplazamiento de un AdN. En virtud de que uno de
los productos generados por rompimiento de ]a molécula de NADH es
ADP-ribosa, el experimento siguiente consistidé en probar el
efecto de esta sustancia sobre la salida del AdN. El resultado de
este experimento se anota en la tabla 6, del cual, es evidente
que esta molécula no es la efectora.

Después de haber descartado al NADH, a los inhibidores de
la LDH y al ADP-r’.lbosa como posibles molé&culas responsables del
efecto, se disefiaron 1los dos experimentos que. a continuacién se

describen, en un intento por identificar a tal sustancia,. El
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primer experimento consistié en semicuantificar al ADP por
fosforilacién oxidativa en una solucidén de NADH 5 mM. La tabla 7
compara, a diferentes tiempos, las cpm obtenidas al usar una
concéntracién final de ADP de 10 pyM como sustrato para 1la
sintesis de ATP, con las cpm registradas cuando se utilizé al
NADH que contiene una indeterminada concentracidén de la sustancia
contaminante. Como un segundo control de este experimento se
probd un lote de NADH que no tuvo efecto sobre la salida de AdN,
El resultado de este experimento, claramente indica que el
compuesto contaminante en la solucién de NADH es ADP. Con el fin
de comprobar que el ADP, detectado indirectamente por
fosforilacién oxidativa (Tabla 7), era la sustancia causante del
efecto, se hizo una corrida en HPLC del NADH contaminado (Figura
8), Si se comparan 1los trazos presentados en la Fig. 8, puede
apreciarse que el NADH eluye a un tiempo de retencién de
aproximadamente 4.0 (trazos a y b) mientras que el ADP muestra un
tiempo de retencidén entre 75 y 7.7 (trazo ¢). En el cromatograma
correspondiente al NADH contaminado puede observarse un pico cuyo
tiempo de retencidn de 7.7 coincide con el tiempo de retencisén
del ADP estindar (comparar trazos b Y c¢). De estos dos f{ltimos
experimentos (Tabla 7 y Fig. 8), se calculd entre 30 y 50 pyM la
concentracién aproximada de ADP presente en una. solucidén alcalina
de‘NADH 5 mM, preparada con polvo contenido en un frasco
almacenado por mMis de un afo a 10°C y en un desecador mal
cerrado. Sin embargo, el tiempo transcurrido despué&s de abrir por
primera vez el frasco, aparentemente no es el inico factor que

causa la ruptura del NADH con la correspondiente produccion de
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ADP Yy otros componentes (ver Tabla 3). Los resultados presentados
en la Tabla 3 son importantes porque indican que en un lote de
NADH nuevo (experimento c) también se puede detectar una cantidad

apreciable de ADP.
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TABLA 2. DESPLAZAMIENTO DE [3H) AAN ENLAZADO A F{-PSM-HgATP
POR PIRIDIN NUCLESTIDOS.

mol/mol Fyg
CONTROL 1.6
NADH 0.3
NAD* 1.1
NADPH 1.2
NADP* 1.1

Las psm a una concentraciéon de 8.8 mg/ml se incubaron
durante 15 seg a temperatura ambiente en una mezcla de reaccidn
que contenia, en un volumen <final de {00 pl, Tris-HC1 20 mM pH
7.4, sacarosa 200 mM, MgClp 50 pM, ATP 50 uN, {SHJATFP como
trazador, carboxiatractilésido S0 pM, adenosin-pentafosfato 50
pM, fosfoenolpiruvato 1 mM, KC1 20 mM, rotenona 2 ¢yM y 100 U/mi
de piruvato-~-quinasa, Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién, la mezcla se filtré por centrifugaciéon a 3,000 rpm
durante { min en columnas de Sephadex G-50 de { ml (columnas de
Penefsky), previamente equilibradas con Tris-HCl 20 mM pH
7.4/sacarosa 200 mM. Los eluidos se juntaron y se separaron
alicuotas de 100 yl en tudbos eppendorf limpios de 05 ml. Al tubo
control se 1le adiciond i piI de Tris~-HClI 20 mM pH T7.4/sacarosa
200 mM, mientras gque a los tubos problema se les agregd i1 yl de
NAD(P)H) 50 mM disueltos en Tris~-HC! 20 mM pH 7.4. En el caso
del NADP' y NAD', el pH se ajusté a 7.4 con Tris sdlido después
de 1a solubilizacidn 'en el Dbduffer, De esta forma, 1la
concentracién final del correspondiente piridin nucledtido fue de
aproximadamente 5 mM. Después de incubar los controles y los
problemas durante 5 min a temperatura ambiente, se filtraron
nuevamente por centrifugaciéon en columnas de FPenefsky,
previamente equilibradas con Tris-HClI 20 mM, pH T7.4/sacarosa 200
mM. A cada uno de 1los eluidos obtenidos de las diferentes
columnas, se les ‘agregd 100 pl de SDS al £ + 400 yl de HpO para
hacer un volumen f£final aproximado de 600 ypl. De estos 600 pl, 400
pl se colocaron en tritosol y se procedié al conteo en un
contador de centelleo tipo Beckman LS-100. La proteina se midid
por la técnica de Lowry. Para calcular los moles de AdN unido a
la enzima, se considerd que la concentracion de Fy en las psm éera
de 0.42 nmol/mg de proteina. Todos los piridin nucledtidos se
obtuvieron de Sigma.
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TABLA 3. DESPLAZAMIENTO DE [3H]JAdN UNIDO A Fy~psm-MgATP POR

DIFERENTES LOTES DE NADH.

mol/mol Fy

CONTROL 1.3

NADH2 0.25
NADHP 0.20
NADHC 0.63
NADHY 0.30
NADHE 0.40
NADHE 0.60

El experimento se 1llevd a cabo siguiendo el mismo protocolo
descrito en 1la Tabla 2, excepto gque en esta ocasidn se probaron
distintos lotes de NADH de la marca Sigma.

a.

El

lote (17F-71501 (tiempo de almacenaje, aproximadamente {8
meses). Concentraciéon ensayada 2 mM.

lote 17F-74501 (mismo que a.).

lote {3F-71101 (akierto el dia del experimento).
lote 3F-7i10! (tiempo de almacenaje, incierto)
lote 58C-7050f (tiempo de almacenaje, ! 6 meses).
lote 33F-7200f (tiempo de almacenaje, ! 9 meses).

tiempo de almacenaje se refiere al tiempo aproxlmado

transcurrmo después de abierto el frasco. La concentracién final
.ensayada para los lotes b-f fue de 5 mH,
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TABLA 4. DESPLAZAMIENTO DE [3HJAAK POR NADH TRATADO CON

LDH/PIRUVATO.
. mol/mol E;_
CONTROL?Z 1.2
CONTROLY 1.2
NADHC 0.18
NADHA 0.19

Las condiciones de ensayo fueron - las mismas - que las
descritas . en .la Tabla 2, excepto que se introdujeron las
modificaciones siguientes:

a. Tris-HCl1 20 mM, pH 7.4/sacarosa 200 mM.
b. Lactato deshidrogenasa (LDH)/lactato 5 mM.

¢. NADH 50 mM disuelto en Tris-HCl 500 mM, pH 7.4, la
concentracién final ensayada de NADH fue de 5 mM.

d. NADH 50 mM disuelto en { ml de piruvato 50 mM. A esta
solucién se le adiciond 2 ¢yl de LDH y se incubd durante
30 min a temperatura ambiente. La concentracién final
ensayada de NADH fue de 5 mM; la concentraciéon final de
piruvato transformado en lactato también fue de 5 mM.
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TABLA 5. DESPLAZAMIENTO DE [3H)AAN POR NADH TRATADO CON
’ PMS,

mol/mol Fy
CONTROLZ 1.5
CONTROLY 1.5
NADHC 0.27

NADHG 0.25

Se siguid el mismo protocolo descrito en l1a Tabla 2, excepto
que ahora las modificaciones del experimento fueron Ilas
siguientes:

a. Tris-HCl 20 mM, pH 7.4/sacarosa 200 mM,

b, PMS, 200 WM final,

¢, NADH 50 mM disuelto en Tris-HCl 20 mM, pH T7.4; la
concentracién final ensayada de NADH fue de 5 mM.

d. NADH 50 mM tratado con PMS 2 mM durante un tiempo de

incubacién de 20 min. La concentracion final de PMS
ensayada fue de 200 pM,

TABLA 6. DESPLAZAMIENTO DE [3HJAAN POR ADP-Ribosa.

mol/mol Fy
CONTROL 1.1

ADP-Ribosa 0.8

Las condiciones de ensayo fueron idénticas a las descritas
en el experimento de la Tabla 2, excepto que ahora las
concentraciones de MgClp y ATP usadas fueron de 100 pM, La
concentracién final de ADP-Ribosa probada fue de 200 pM. Al tubo
control se le agregdé Tris-HCl 20 mM, pPH T7.4/sacarosa 200 mM. :
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TABLA 7. DETECCISN DEL ADP PRESENTE EN NADH POR
FOSFORILACISN OXIDATIVA.

¢pm

TIEMPO (min) CONTROL2 NADHY NADHC
5 2572 4722 392
10 5637 10483 784
15 7352 16796 1135

Se incubaron 100 pg/ml de psm-MgATP a 30°C durante 1los
tiempos especificados, en una mezcla de reaccién gque contenia
Tris-HCl 20 mM, PH 7.4, sacarosa 200 mM, MgClp 10 mM, H3PO4-Tris
10 mM, pH 7.4, {32P] como trazador, rotenona 2 pM, glucosa 20 mM,
succinato 10 mM y 5 U/ml de hexoquinasa {(mezcla A)

-a, Mezcla A + ADP 10 pM,
b. Mezcla A + NADH contaminado, 5 mM.

c. Mezcla A + NADH exento de la contaminacidn, 5 mM.

BT\ TESS N0 DEE
SAUR DE LA BIBLIOTERA
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FIGURA 8. SEPARACION DE COMPUESTOS POR HPLC., La separacién

de las sustancias se hizo en una columna radial (Waters)
PAK SAX P 3082 AOI que fue elufda isocriticamente con o0.25
M K“ZPOA y 0.5 M KC1, pH 5.0,
a. 1 nmol del NADH que no tuvo efecto sobre la salida
de AdN. i

b. 1 nmol del NADH que causd la salida de 1 mol de
AdN. El pico con un tiempo de retencidén de 7.7 co-
rresponde al ADP contaminante.

c. 0.3 nmol de una solucién de ADP estdndar.
Los ndmeros sobre los picos indican los tiempos de retencién

en la columna para cada uno de los componentes separados.
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6.3. CONCLUSISN.

La deteccidon de una concentracion tan alta de ADP en una
soluciéon de NADH 5 mM es importante debido a gque, ademis de ser
la primera ocasién que se identifica ADP como producto del
rompimiento de la molécula de NADH, en lo subsiguiente se debera
tener extremo cuidado con la utilizacién del NADH en
concentraciones mM como sustrato respiratorio oxidable en
experimentos de fosforilacidon oxidativa. La interpretacion de los
resultados de +tales experimentos podrig ser incorrecta si en la
solucidn de NADH empleada se ha producide una concentracidn
elevada de ADP, Es recomendable, por 10 tanto, asegurarse del

grado de pureza de los lotes de NADH antes de utilizarios.
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