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Resúmen

El astilbestrol a1 igual que las hormonasesteroides,
inhibe selectivamente la cadena de transporte deselectro
nes mitocondrial. La NADHoxidasa es mucho más sensible

que la succinato oxidasa, ubicándose inicialmente su sitio
de acción en el segmento NADH-(Q,cit b).

Se ensayó un fraccionamiento de la cadena, con el
objeto de eliminar sectores no involucrados, utilizán
dose partfcular NADHy succinato citocromo c reductasa.
En adelante se utilizaron segmentos funcionales, ya que
las modificaciones preparativas introducidas por el
fraccionamiento, alteraban las respuestas al estrógeno.

Se utilizó el segmento NAIH-citocromob. Con el estil
bestrol y análogos, se determinaron por espectrofotome
tria diferencial modificaciones en los niveles de óxido
reducción de los componentes de la región "NADHflavo

proteina" en primer lugar citocromo b y en segundo lugar
flavoproteinas y otros componentesque contribuyen a las
variaciones espectrofotométricas a 465-510 nm, Se deter
minó que el estilbestrol produce desplazamientos del
nivel de estado estacionario de óxido-reducción del cito
cromo b hacia la oxidación en el sistema aeróbico y coin
cidentemente una inhibición de la reducción directa en el
sistema inhibido por cianuro.

Se tituló el efecto del estrógeno y análogos sobre
este sistema NADH-citocromob y se encontró que actúan
con la mismaespecificidad que sobre la nmpiración mito
condrial, sobre la NADHoxidasa y sobre 1a NADH-Qreduc
tasa, segmentofuncional utilizado posteriormente, Los
dimetiléteres (fisiológicamente inactivos) no inhiben
la transferencia de electrones.
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La concentración I ) para estos efectos fué para(50
Stil: 2 uM. Sobre la NADH-oxidasa midiendo consumo de O?
polarográficamente, se obtuvo un valor 0.751flM.

Se encontró que el ascorbato potencia significativa
mente1a inhibición por estilbestrol.

La antimicina A modifica el flujo de electrones
hacia el b por acción sobre dicho componente, además del
bloqueo que produce a un sitio inmediato posterior. No se
observa efecto del Stil cuando el parámetro utilizado es
reducción del b en sistema anaeróbico por cianuro más
antimicina A. El ascorbato es capaz de antagonizar el
efecto del antibiótico y restablecer el efecto de Stil.

En el sistema cerrado, con cianuro comoinhibidor
terminal el citocromo b se muevelibremente en presen
cia de Stil, en un equilibrio de óxido-reducción suma
mente sensible a las variaciones del flujo de electro

nes desde el NADH.Se ensayó el agregado de Q2 y fuma
rato. En todos los casos, la reoxidación del citocromo b
resulta dependiente de la concentración del estrógeno,
en función de su efecto primario: inhibición del trans
porte a un sitio anterior a b. Por lo tanto b no es el
sitio de acción del estrógeno. Quedaabierta la cuestión
de una posible influencia sobre la conformación del mis
mo, pero no en relación con el sitio de acción fundamental.

El citocromo b, según criterios cinéticos no se encon
tró alineado en la cadena principal, sino en posición de
salto tal comoocurre en general en este tipo de prepara
ciones no fosforilantes. La reoxidación observada del ci
tocromob en el sistema cerrado por cianuro se efectuaria
a través de una via paralela a la via principal, insensi
ble al cianuro.



III
En cuanto a las variaciones eSpectroscópicas a

465-510 nm(flavoproteínas), en el sistema aeróbico,
Stil no modifica la reducción y sí la reoxidación. En
sistemas cerrados, inhibidos con cianuro se produce
una curva bifásica de reducción y si el estrógeno se
agrega a la flavoproteína ya reducida, se logra un
pequeñoaunque significativo desplazamiento hacia la
oxidación. Agregando ascorbato al medio de reacción la
acción de Stil se potencia, al igual que el caso obser
vado del citocromo b y el sector NnDH-deshidrogenasa se
resuelve en dos componentes de óxido-reducción, uno de

bajo potencial del lado sustrato y otro del lado O2
del sitio sansible al Stil. El succinato resulta capaz
de reducir a este último, además de su correspondiente
flavoproteina.

Se ensayó la acción de Stil y análogos sobre el
segmento NADH-Qexógena de la cadena respiratoria con
idénticos resultados que los comentados para el segmento
NADH-citocromo b.

Se mantiene el requerimiento de OHfenólicos libres.

Las concentraciones inhibidoras 50 % (ISO) son para
Q2pM 4.o (Stil); 7.5 (Hex); 15 (Stil MPH)y para Q0
(Stil) 18; (Hex) 15 y (Stil MME)3o.

Los dimetiléteres no resultaron activos en ninguno
de los sixemas ensayados.

Se determinó que la disminución de la actividad
enzimática en presencia de Stil es proporcional a la
cantidad de enzima presente y depende de la concentra
ción del inhibidor en la mezcla de reacción. La inhibi
ción se revierte por simple dilución de la mezcla enzi
ma/inhibidor. La naturaleza reversible de la inhibición
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permitió un tratamiento cinético en el estudio de la
inhibición sobre el segmento NADH-Q.Se descarta una
probable competencia entre Stil y quinona ya que los
gráficos (Lineweaver y Burk ) obtenidos dan una inhibi
ción no competitiva de Stil con relación al sitio funda

mental de entrada de la quinona. Los valores de Ki
obtenidos confirman la naturaleza no competitiva de la
inhibición en cuanto a la reacción de quinona con la
cadena al sitio fundamental de entrada. Se hace un cál
culo relativo de las contribuciones respectivas a dos
sitios de entrada de la quinona exógena. Se analiza una
supuesta competencia que resulta de la aparición de una

actividad NADH-Qoinsensible al estrógeno a altas con
centraciones de quinona. Esta actividad seria la conse—

cuencia de una interacción directa de Q0con el grupo
flavina de bajo potencial de la NADH-deshidrogenasa.
Comose esperaba, dicha actividad resultó competitiva
con respecto al NADH.

Se ensaya el efecto de Stil sobre reacciones que
involucran directamente a dicho grupo flavina tales
comotranshidrogenasa y ferricianuro reductasa. El estil
bestrol no afecta estas actividades de acuerdo con lo

encontrado para la actividad NADH-Qoreductasa a altas
concentraciones de la quinona. Se descarta el grupo
flavina comositio de acción del inhibidor.

En experimentos de preincubación de la enzima con
Stil no directamente comparables se obtienen variacio
nes de las actividades NADH-citocromoc reductasas y
ferricianuro reductasa que se deberian a cambios con
formacionales de la NADHdeshidrogenasa partioulada
funcional. En correspondencia se obtiene aumentada
reactividad a mercuriales.



Todosestos resultados localizan el sitio sensible
sobre el sector NADHdeshidrogenasa en las proximidades
del componente I (excluyendo al grupo flavina), dejando
un segundo componente redox del lado oxigeno. La natura
leza de este segundo componente es por el momento discu
tible ya que se han propuesto dos esquemas diferentes.

Se ha ensayado el efecto de Stil y rotenona, resul
tando aditiVas las inhibiciones ó dando respuestas aná
logas cuando se ensayaron separadamente. Esto indicaría
que ambos inhibidores afectarían al mismocomponente
enzimático, no necesariamente al mismo grupo ya que se
encontraron diferencias en presencia de ferricianuro y
ascorbato. Pueden suponerse diferentes mecanismos de
acción dadáolaudiferencia de estructuras.

Se ha postulado un probable mecanismo de acción en
lo que respecta a la acción del estilbestrol y análogos,
no comprobado, pero que responde a los hechos experimen
tales observados.El estilbestrol actuaría en este sis
tema por su capacidad de producir radicales libres Ho,
capaces de ceder electrones a un sustrato orgánico
adecuado, grupos disulfuro u otros equivalentes. El
agregado de acido ascórbico potenciaria al sistema por
regeneración del difenol a partir de la doble quinona,
explicándose así la mayoractividad del sistema acido
ascórbico-estilbestrol que el del estilbestrol aislado.
El monometiléter tendría menor eficacia ya que daria
l Ha por mol en lugar de dos. El otro radical seria me
nos reactivo ya que puede estabilizarse por resonancia.
Finalmente los dimetiléteres inactivos formarian bis
radicales pero no Hs, cumpliendose de esta manera la
prOporcionalidad del efecto con el número de OHfenó
licos libres. Los experimentos de preincubación aunque
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no directamente comparables, sugieren la formación de
grupos sulfhidrilos libres ya que se observa aumentada
reactividad a mercuriales. El ferricianuro interferiria
la reacción a nivel de la enzima compitiendo con el
grupo Prot-Sq por el electrón cedido por el átomo de
hidrógeno. Esta hipótesis seria válida exclusivamente
para el estilbestrol y análogos en coincidencia con los
requerimientos para su acción estrogénioa, no así para
los estrógenos naturales en los cuales no se requieren
OHfenólicos libres para la inhibición, comolo prueba

la acción de los dimetil-dnrivados del 17r estradiol.
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Abreviaturas

Stil: dietilestilbestrol
Hex: hexestrol
Stil-MMEy Stil-DME: dietilestilbestrol monometil y

dimetiléteres, respectivamente.
Hex-BME:hexestrol dimetiléter

NADH:nicotinamida adenina dinucleótido (forma
reducida)

Fp: flavoproteina
CoQ: coenzima Q

APAD:aoetilpiridin NAD

Q0: 2,3 dimetoxi-Z' metil p-benzoquinona
Rot: rotenona
AA: antimioina A

Aso: ascorbato

p-ClMBp-cloromercuribenzoato
EM:etil-maleimida
Fe-nh: hierro no heminico

Tris: 2-amino-2-hidroximetilpropane-l,3-diol
ATP:—5'adenosina trifosfato
ADP:-5‘adenosina difosfato
NADP:nicotinamida adenina dinucleótido fosfato
NADPH:nicotinamida adenina dinucleótido fosfato

(reducida)
ETP: partícula transportadora de electrones
S.D: sucoinato deshidrogenasa



CAPITULO I

Sitio de acción de hormonas esteroides sobre la
cadena de transporte de electrones mitocondrial

Los efectos fisiológicos conocidos de las hormonas
esteroides, se vincularon tempranamentea modificaciones
de procesos bioquímicos endocelulares. Era presumible que
las hormonasactuaran sobre "sitios esgecificos" dentro o
sobre la superficie de la célula.

Por su importancia clave dentro del metabolismo, la
actividad oxidativa de tejidos fué uno de los campos de
elección, para el estudio de las acciones a nivel celular
de las hormonasesteroides. En efecto "Interfiriendo con
mecanismosde liberación de energia, los esteroides podrían
afectar otras reacciones esenciales, tales comobiosintesis,
transferencia a través de membranas, degradación de carbo
hidratos, acidos grasos y aminoácidos..."(l). Es importan
te señalar que diferentes sitios de acción (proteínas re
presoras, genes oderadores, membranacelular diferentes
sistemas enzimáticos), no implican necesariamente diferen
tes modos de acción (2). Algunos de los efeCtos descriptos
de las hormonasesteroides, podrian tener significación
fisiológica. De todos modos, mientras tal información no
este disponible, los sistemas enzimáticos uailizados per
miten conocer eventuales modos de acción de los esteroides
a nivel molecular (3). Pese al esfuerzo hecho hasta el pre
sente, los mecanismosbásicos de la interacción hormonal,
permanecensin resolver (4).

La acción de hormonas esteroides sobre sistemas enzi

máticos y más particularmente sistemas NADHy succinato
oxidasa fueron objeto de amplia y detallada revisión (1,3).
En esta introducción se mencionan solamente los hallazgos
de interés fundamental para describir el cuadro actual de



conocimientos sobre la inhibición por hormonas esteroides
del transporte de electrones mitocondrial. Entre la varie
dad de lineas de trabajo en este campo, una de ellas
adquiere importancia comgarativa. Es la interacción de
las hormonasesteroides con macromoléculas en particular
enzimas, ya que nuestro sistema de estudio es eStructurado
y multienzimático.

Descripción esquemática de cadena respiratoria

Se considera comúnmentecadena respiratoria al sistema
multienzimático que cataliza la dehidrogenación de sustra

tos y la transferencia de equivalentes reducidos al O2°
Por un extremo las dehidrogenasas, flavoproteinas estruc
turalmente ligadas, tales comoNADHy succinaco dehidro
genasa. Por el otro extremo la cadena de citocromos y
ligando a ambos probablemente la ubiquinona (5). "Existi
rían relativamente grandes distancias a cubrir entre las
dehidrogenasas y las cadenas de citocromos receptoras de
los equivalentes de reducción. Podrian requerirse enton
ces, metabolitos transportadores Queunieran dichasdistan
cias por difusión" (5). La ubiquinona que está presente
en gran exceso y es además, una molécula no ligada a pro
teína, parecería llenar ese papel (6).

Termodinamicamente, la secuencia de reacción de los
componenses de cadena respiratoria guede ser determinada
aproximadamente por los potenciales redox de los mismos,
los cuales en conjunto abarcan el intervalo total de
1.200 mVentre sustrato y O Los potenciales normales2.
determinados para los comgonentes aislados, no represen
tan los de cadena intacta y hasta su acoplamiento con la
transferencia de energia puede modificarlos.



Cinétioauente, puede ser analizada siguiendo directa
mente la transferencia de los equivalentes de reducción.
La aplicación de técnicas espectrofotométricas desarro
lladas por Chance y col. (7), fué uno de los caminos ele
gidos para el conocimiento de la naturaleza y secuencia
de los componentes de cadena respiratoria. Otra via de
experimentación la constituyen los trabajos de fracciona
miento fundamentalmente llevados a cabo por Green y
col. (8). El aislamiento de secciones de cadena en 4 com
plejos permitió conocer nuevos componentes probablemente
involucrados en el transporte como por ejemplo Fe no hemi
nico entre flavoproteínas y citocromo b y entre citocro
mos b y c (9).

El uso de inhibidores constituye otro método que ha
dado enorme información acerca de una serie de aspectos
del funcionamiento del sistema fosforilante y del trans
porte de electrones. Se pueden citar verdaderos desaco
plantes tales comoel dinitrofenol, que permiten máxima
velocidad de respiración; inhibidores de la fosforilación
oxidativa que secundariamente, inhiben el transporte de
electrones acoplados tales comooligomicina y verdaderos
inhibidores del transporte sea en cadenas acopladas o
desacopladas tales comoantimicina A, rotenona y cianuro.
Los esteroides pertenecen al tipo de inhibidores mixtos
que influencian en determinadas condiciones el acopla
miento de energia y el transporte de electrones.

La energia liberada durante el pasaje de electrones
del sustrato al O está acoplada a la sintesis de ATP.27
El sistema fosforilante intacto implica control de res

piración. La presencia de AD?acelera el consumo de O2
(estado metabólico activo 3),su agotamiento en el medio
frena la respiración marcadamente (estado metabólico de
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reposo 4) (7). Las cadenas desacogladas tienen máximavelo

cidad de consumo de 02.

Se ha supuesto una probable estequiometria entre el
transporte y la fosforilación. En un sistema fuertemente
acoplado, aproximadamente 3 moléculas de AIP serían sin
tetizadas ¿or cada molécula de NADHoxidado. Esto ocu
rriria en 3 lugares de conservación de energia estableci
dos ¿or Chance (7), basado en la observación de cambios
en los niveles de estado estacionario de oxido-reducción
de los componentes de cadena respiratoria. Recientemente
ha sido modificada la ubicación del primer sitio (lO).

Esguemagg cadena resgiratoria

Sitios de fosforilación e inhibición

Sitio I Sitio II Sitio III

Amytal 1/A A ¡CNE
rotenona Azida
esteroides HQNO l,Co

NADH--> FpD (Fe nh) _-á Q cit b -——9 cit cl —“-) cit c ———>cit a, a3 -—-9 02
A

l

I

(Fe nh)

Succinatu FpS

Los mecanismos de la fosforilación oxidativa en cadena

resgiraaoria no se han aclarado. En 1953 Slater posaula el
requerimiento de intermediarios de alta energia a la manera
clásica. Esta hipótesis quimica no es facilmente compro
bable por la imposibilidad de aclarar la naturaleza de los
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intermediarios hasta el Presente. Por osra parte Mit
chell (ll) con su hipótesis quimio-osmótioaexplica la
sintesis de ATPpor reversión de la actividad de una
enzima anisotrópica "ATPasa", ligada a membranacon

determinada permeabilidad para H+y OHÏLa separación
de cargas, manejaria la síntesis de AIP previa formación
de un anhídrido intermediario de alta energia. Boyer pos
tula una posibilidad alternativa (12); sugiere que el
intermediario de alta energia represente simglemente un
estado energizado acompañado de cambio conformacional
proteico. Estas discusiones han promovidoel estudio de
los elementos ligados fundamentalmente a membranainterna.
Hacker y su grugo han tenido éxito en la reconstitución
de fosforilación oxidativa con garticulas submitocon
driales no fosforilantes y agregado de factores proteicos
acoplantes íntimamente ligados a membrana(13,14). Los
experimentos realizados gor este grupo permiten también
confirmar Hue las enzimas solubilizadas de los complejos
enzima-membranamodifican sus gropiedades con relación a
las ligadas eStructuralmente (15). La eStructura membra
nosa de mitocondrias con las enzimas asociadas a ella,
hacen que el arreglo estrucuural en la matriz lipopro
teica, determine las interacciones mutuas de los compo
nentes (16).

Klingenberg (5) discute los diferentes mecanismos
propuestos gara la transferencia de eleccrones prOpia
mente dichos, ¿ue constituye otro aspecto del problema,
"En todos los mecanismos debe suponerse que la transfe
rencia electrónica está basicamente organizada para pro
ducir además, transferencia de energia. En todos los sis
temas de cadena respiratoria aún desacoglados y fraccio
nados, deben estar presentes proteinas y lípidos esen
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ciales para la secuencia y organización de la transferencia
elecarónica, pero la función de los cuales puede ser enten
dida solamente, teniendo en cuenta la transferencia de
energia”.

Resumiendo: El arreglo, númeroy función de los trans
portadores de electrones en la cadena resgiratoria mito
condrial es actualmente incompleta. Los aceptores inmedia
tos gara algunos de ellos, no están bien establecidos.
Tamgocohan sido identificados los componentes sensibles
a los inhibidores anteriormente mencionados (lO). Conviene
desde ahora destacar ¿ue la ubiquinona ocupa una posición
clave entre las flavogroteinas, NADHy succinato dehidro
genasas y los citocromos. Su ubicación del lado sustrato
del citocromo c parece claramente establecida, no asi su
posición con relación al citocromo b (lO). Recientemente
se habla además, de un nuevo comgonente flavoproteico
entre NADHy citocromo b (17).

Inhibición del transporte de electrones
mitocondriales por hormonasesteroides

El dietilestilbestrol es un estrógeno sintético de
gran gotencia. Fué utilizado juntamente con el benzestrol
por McShan y Meyer quienes describieron su acción inhi
bitoria sobre succinato oxidasa de higado y pituitaria de
rata (18,19).

Case y Dickens (20) investigaron la acción del estil
bestrol comoprobable inhibidor de la citocromo oxidasa.
Los resultados no muestran sensibilidad a la hormona de
las enzimas terminales de la cadena.



Gordan y Elliot (21,22) con homogenatos de corteza
cerebral de rata, coincidieron en que la citocromo oxidasa
no es el sisio de la inhibición. La interpretación de los
resultados obtenidos con homogenatos es bastante compleja
por la multiplicidad de factores que pueden incidir en
el efecto.

En preparaciones libres de células de levadura e higado
de rata, Hochster y Quastel (23,24) encontraron que el
estilbestrol inhibe también la oxidación del glicerofos
fato. Con los sistemas de levadura, postulan que el estil
bestrol actúa comotransportador competitivo participando
en una conversión quinona-hidroguinona. La hormona podria
competir comoaceptor de hidrógeno con otro transportador,
produciendo entonces inhibición de la actividad. En esa
forma, variaria el curso de las oxidaciones intracelula
res sin interferencia con las enzimas involucradas o sin
competencia con los sustratos, afectando finalmente al
metabolismoy crecimiento celular (23). En sistemas totale
mente distintos (peroxidasas y fenolasas) Williams
Ashman(25) sugiere que una forma de radical libre de los

estrógenos fenólicos, podria servir comotransportador de
electrones.

Prosiguiendo con estudios sobre los sistemas oxidati
vos NADHy succinaso oxidasas de músculo cardiaco y prepa
raciones de Otras fuentes, incluso bacterias, Yielding y
Tomkins (26) y Stoppani y col. (27,28) concluyeron casi
simultáneamente due una variedad de hormonas esteroides
y estilbestrol, a concentraciones micromolares inhiben
al sistema especifico para NADHcon mucho mayor potencia
que al sistema succinaso oxidasa. Extendidas estas obser
vaciones por ambosgrupos, la localización del sitio de
inhibición fué hecha sobre la actividad NADHcitocromo c



reductasa (1,27) y tentativamente entre flavoproteina y
COQ (29).

Jensen, utilizando hormonasadrenocorticales (30,31)
observó los mismos efectos sobre la NADHcitocromo c

reductasa. Para este tipo particular de hormonas, la
inhibición resultó reversible y no competitiva con el
sustrato. Este gru¿o de trabajos (l,26—3l) introducen
una conclusión imgortante a saber: que el transporte de
electrones es afectado directamente por los esteroides.
Alguna de las preparaciones utilizadas por ser fragmentos
de mitocondrias permitían excluir la posibilidad de una
acción de permeabilización sobre las mismas, con pérdida
de coenzimas y cofactores. "Con la preparación de Keilin
y Hartree la sensibilidad a hormonas, es una propiedad
intrínseca del sistema oxidativo no dependiente de la
disrupción de una estructura más comgleja (mitocondrias,
sarcosomas)" (l). Esto contradecia las interpretaciones
de resultados anteriores por Gallagher y Packer y Bacila
que atribuyeron a cambios de la estructura mitocondrial
y consiguiente pérdida de coenzimas y cofactores, el ori
gen de la inhibición sobre el transporte de electro
nes (32,33).

Stritmatter con sistemas bien caracterizados de
fracciones celulares de corazón e higado de pollo,
concluyó que la inhibición por progesterona ocurre sola
mente en las actividades NADHcitocromo c reductasa de
mitocondrias sensibles a Antimicina A.

Stoppani y col. (l) discuten criticamente algunos
resultados obtenidos por los diferentes grugos, en rela
ción con la estructura lipoproteica mitocondrial nativa
y aparición de contaminaciones microsomales o shunts



artificiales. Esto explicaría por ejemplo la muyactiva
NADHoxidasa insensible a esteroides (29), al agregar
citocromo c exógeno a fracciones particuladas de higado
y otras (34).

Stoppani y col. ensayan la acción de los esteroides
sobre reducción de quinonas exógenas (35) teniendo en
cuenta que serían los intermediarios entre flavoproteinas
y citocromos, en preparaciones de fragmentos sarcosomales
tipo Keilin y Hartree. Sus resultados fueron consistentes
con los observados anteriormente para progesterona (29).

Yielding y fomkins (29) suponen idéntico sitio de
inhibición para otro inhibidor de cadena respiratoria,
Amytal (36). A pesar de ello 1a inhibición por hormonas
esteroides es revertible por alfa-tocoferol, a diferencias
con la inhibición por Amytal.

Dietrich (37) extrae NADHcitocromo c reductasa que
retienen sensibilidad al estilbestrol pero no al Amytal,
de preparaciones mitocondriales de hígado de rata y
adenocarcinoma.

Ambosgrupos (Stoppani y col. y Yielding y Tomkins),
además de establecer aproximadamente el sitio de adción,
puntualizan el efecto comoinherente a la transferencia
de electrones prOpiamentedicha y enfatizan particular
mente la importancia de la estructura lipoproteica en
relación con la inhibición.

Las NADHoxidasas, partículas ricas en lípidos (26,
29) serían especialmente capaces de concentrar esteroides.
Estos, no parecerian inhibir por interacción física ines
pecífica pues estructuras similares tienen efectos muy
distintos. Stoppani y col. (l) concluyen por su parte
que la inhibición de transporte electrónico no seria
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el efecto inespecifico de una estruCtura carbonada polici
clica insoluble en agua, ya que cambios limitados las
hacen inefectivas con relación al efecto estudiado. Otros
factores a tener en cuenta, señalan, serian su solubilidad
en lípidos e interacción de intermediarios de oxido-re
ducción con lipoprotefnas (38). "Disolviendose preferente
mente en estas últimas podrian afectar la interacción de
componentes de oxido-reducción y comoconsecuencia inhibir
oxidaciones intracelulares". Citan además, el refuerzo
que dan a esta interpretación los ensayos de concentración
de esteroides en interfase iniciada por Munck(39).

Para dar continuidad a los experimentos encaminados
a dilucidar el sitio de acción de esteroides sobre el
transporte de electrones propiamente dicho, incluiremos
más tarde los relativos a otros efeccos dentro del mismo

campo de acción, (48,51) pero que son previos en el tiempo,
e inspiraron además, el trabajo que se comenta seguida
mente. Varicchio y Sanadi (40) utilizando partículas
submitocondriales y espectrofotometria de doble haz,
encuentran inhibición de la reducción de citocromo b
por progesterona y azasteroide. En coincidencia con tra
bajos anteriores de Stoppani y Vallejos encuentran un
sitio entre citocromo b y c que da cuenta de la inhibición
por succinato y en la región citocromo oxidasa a mayores
niveles de concentración de las hormonas ensayadas.
Utilizan una NADHubiquinona reductasa soluble (41,42)
y quinonas comoaceptores exógenos con igual resultado
quen en trabajos anteriores (29,3l,43). El sitio queda
entonces localizado entre NADHflavoproteina y CoQo
citocromo b.



ll
Acciones de esteroides sobre preparaciones

fosforilantes: otros efectos

Wadey Jones (44,45), encontraron inhibición de la
fosforilación oxidativa y aumento de actividad de ATPasa
latente por la progesterona. En mitocondrias frescas de
hígado de rata, se describen también activaciones de
ATPasa(44,46,47) aunque a concentraciones relativamente
altas 0.6 mMde acetato de deoxicorticosterona y proges
terona.

Vallejos y Stoppani (48) concluyen que la inhibición
del transporte electrónico en el sitio anteriormente loca
lizado (1,29) es decir la región NADHflavoproteina, se
confirma en mitocondrias fosforilantes y es de importancia
primaria con relación a los procesos de "swelling" ó
hinchamiento. Sin embargo con bajas concentraciOnes de
progesterona y deoxicorticosterona la activación de la
ATPasa es escasa y no hay "swelling", a pesar de la
inhibición de la respiración. La inhibición de la oxida
ción del succinato se produce por interferencia al segundo

sitio de fosforilación entre citocromos b y cl. La inhi
bición del transporte no es revertida por desacoplantes
comodinitrofenol en contraste con la respuesta positiva
en mitocondrias de corazón de paloma (49,50).

En cuanto al uso del estilbestrol en estas prepara
ciones Stoppani y Vallejos (51), citan trabajos anteriores
con resultados no del todo consistentes entre si: Sal
mony (52) usando la "cicloforasa" como sistema de ensayo
observó inhibición de la oxidación de glutamato por estil
bestrol y también desacoplamiento de la fosforilación
oxidativa. Packer y Bacila (32) encontraron inhibición
de respiración y reducción de citocromo b en mitocondrias
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estimuladas por ADP,mientras que en condiciones de reposo
(estado metabólico 4) el estilbestrol activaba la repira
ción. Estos efectos comose dijo anteriormente, los atri
buyeron a cambios en la estrucaura fisica de la mitocon
dria, imputables a fenómenos de hinhamiento. Concentra
ciones de estilbestrol que no eran capaces de producir
"swelling", no provocaban cambios en la respiración, con
trol respiratorio o eficacia de la fosforilación oxida
tiva. Contrariamente, Emmeloty Bos (53) podían inhibir
la oxidación de glutamato usando estilbestrol a concen
traciones que no producían alteración de la estructura
mitocondrial.

Stoppani y Vallejos ensayan la acción del estilbestrol
y compuestos relacionados sobre el metabolismo de mitocon
drias de hígado de rata (51). Confirman el sitio de inhi
bición establecido para preparaciones no fosforilantes;
con succinato comosustrato las concentraciones inhibido
ras de estilbestrol son mayores. Por otra parte el estil
bestrol, hexestrol y dienestrol desacoplanla fosforila
ción al tercer sitio. Actúan en forma distinta a los
desacoplantes y no inducen activación significativa de
la ATPasa latente aún en presencia de Mg++, lo que des
carta la posibilidad de un efecto detergente (55).

En cuanto a relaciones de estruCtura de los estrógenos
con el efecto estudiado (51), la esterificación y alquila
ción de grupos OHdisminuye la acción de estrógenos arti
ficiales sobre el metabolismomitooondrial. Es importante
señalar (dicen los autores) que los derivados sustituidos
con efecto nulo o menor, tienen también poca o ninguna
actividad estrogénica (56).
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El trabajo ya mencionado de Varicchio y Samadi (40)
aparte de confirmar los resultados comentados sobre el
sitio de inhibición primaria y los sitios secundarios a
mayores concentraciones no agregan mucho sobre los otros
efectos que se comentan. Isstacan únicamente que no en
cuentran inhibición de transferencia de energia por pro
gesterona ya que preparaciones estimuladas por AD?ó
desacopladas por dinitrofenol, son igualmente inhibidas.
Dan comoposible causa la fuerte incidencia del efecto

. . , . .1. . ,primario, o sea 1nh101ClÓndel transporte.

En las apreciaciones sobre el probable mecanismo de
acción resume las sugestiones hechas por Stoppani y
col. (l), modificación de la interacción entre los com
pOnentes de óxido-reducción, como consecuencia de cambios
en la estructura de la partícula oxidante. Unasugestión
similar, pero afectando a la enzima "per se" (57) y una
acción sobre el medio lipidico comoposibilidad rela
cionada (40).

Recientementese describe un efecto distinto al estu

diado, pero también sobre cadena respiratoriat

Efectos de esteroides sobre oxidaciones de NADHy
succinato insensibles a Antimicina Alien particu

las de transporte de electrones

Jensen y col. (58,59) comunican ¿ue cuando la oxida
ción de NADHpor gragmentos mitocondriales es inhibida
al máximogrado con Antimicina A (inhibidor de cadena
respiratoria ya mencionadoen los esquemasanterióres
(60)), la accividad residual, oxidación NADHinsensible
a AA, es estimulada por bajas concentraciones,<:50¡nfl
de deoxicorticosterona, e inhibida por altas concentra
ciones del esteroide.
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Se describen Otros ensayos en los que la concentración
afecta no solamente el grado, sino la dirección del efecto
esteroide (61,62).

La velocidad de la reacción en estudio aumenta con el

pH hasta un máximoidéntico al de la velocidad de oxida

ción de las particulas no inhibidas, a igual pH. Se pro

duce H2 O2 aunque no en relaciones estequiométricas (63).

La divergencia de efectos de esteroides a diferente
concentración (estimulación o inhibición) parece conse
cuencia de la modificación de la curva de pH, en la
dirección ácida para la actividad ensayada en presencia

de hormona. La formación de HZO2estaría de alguna manera
vinculada al efecto esteroide. Una explicación teórica
dada por Jensen, seria la posibilidad de cambios en las
constantes de disociación para grupos disociables, en el
sitio activo de las enzimas (64). Este posible origen del
desplazamiento de pH, no sería comprobable por la comple
jidad del sistema involucrado. Establece la posibilidad
de que este efecto tuviera vinculación con desplazamien
tos de curvas de pH encontrados para enzimaso proteínas
simples en presencia de esteroides. Desplazamiento en
dirección ácida por un número de esteroides del pH
óptimo, para la aldehido dehidrogenasa (65). Alteración
de la rotación óptica y desplazamiento de la curva de
titulación en dirección ácida para proteinas ligadas a
testosterona (66). A este tipo de efecto comolinea
independiente de trabajo, se lo mencionará más adelante.



Efectos de estilbestrol y hormonasesteroides
sobre estruCtura de membrana

Stoppani y Vallejos (48,51), demuestran claramente
que los cambios fisicos mitocondrfales, revelados por
"swelling" o sea alteración de la estructura mitocondrial
no producen por si, las respuestas metabólicas de los
estrógenos. Citan el caso de un poderoso agente de swe
lling, el estilbestrol monometiléter,el cual práctica
mente no afecta la respiración.

Weissmany Keisser, en relación con estas acciones
encuentran actividad hemolitica a concentraciones aproxi
madas de 200-500 ¡1Mde esteroides (67,68). Basados en
estos y en Otros resultados (69) el grugo de Green ensaya
efectos del estilbestrol sobre membranasmitocondria
les (70). Los objetivos del trabajo no están encaminados
a dilucidar la acción hormonal sino a aportar datos tara
la actual polémica desencadenada con el uso de la micros
copia electrónica, sobre localización de enzimas, en las
diferentes membranasmitocondriales, cuestión a la que
han aportado valiosos datos también el grupo de Racker(7l).
A pesar de ello las conclusiones del trabajo llevan a in
cluirlo en esta introducción. En un trabajo anterior (72)
encuentran las condiciones óptimas de fraccionamiento
controlado de las membranasmitocondriales por estilbes
trol y Mg++.Comose dijo, la conclusión quizás más im
portante del trabajo seria la diferenciación de membranas
en virtud del diferente comportamientofrente al agente
perturbador: estilbestrol + Mg++.En el caso de las mem
branas externas sufren disolución, rotura completa de las
barreras de permeabilidad lo que involucra completa des
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trucción de las uniones proteina-fosfolipidos. En el caso
de las membranasinternas (cristae membranas), se produce
simple debilitamiento de las uniones con transformación
de su estrucuura tubular en vesicular, cambio quizás
paralelo al "swelling" mitocondrial. En cuanto al efecto
objeto de nuestro estudio las conclusiones del traba
jo (70) serian: "La perturbación por estilbestrol lleva
a las membranasinsernas a una transición de tubulares
a vesiculares, a la pérdida de capacidad acoplante y a
la pérdida 0 modificación del transoorte electrónico".
Las concentraciones usadas en el trabajo con aparición
de actividades AQPásicae isocitrauo dehidrogenasa son

del orden 150-200 pm.

Se pueden mencionar algunos trabajos de la linea
iniciada por Munck(39,73,74) angel y otros sobre inter
acción a interfases y los más actuales sobre interaccio
nes específicas e inespecificas (75,76). Aunqueestos
trabajos constituyen una línea independiente por los
sistemas utilizados, puedenresultar de utilidad sus
conclusiones. A concentraciones in vitro.>lO_'5 M, apa
recen efectos inespecificos no relacionados a la activi
dad fisiológica y que podrian deberse a la capacidad de
esteroides de concentrarse en interfase. Efectos produci
dos a través de mecanismos y probablemente sitios de
ligadura que difieren de los especificos (75).

Las limitaciones de los sistemas organizados y multi
enzimáticos para el avance en este campo, llevaron a en
sayar paralelamente otros modelos.
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Interacciones de hormonas csteroidáay enzimas

Tomkinsy Maxwell (3) hacen una revisión detallada
hasta el año 1963.

Las observaciones descriptas del efecto inhibidor de
esteroide sobre la oxidación de NADH,por preparaciones
mitocondriales llevaron a investigar las gosibles conse
cuencias metabólicas de tal inhibición.

NAD NADH
..,.. .I

NADP HZO í cetogluuarato NADPH+ NH4L glutamato +

Esta reacción fué considerada de primordial interés
en vista de sus conexiones con el metabolismo intermedio.

Cuando la concentración de NADfuera limitante, el fenó
menode inhibición de transporte estudiado o sea inhibi
ción de oxidación de NADH,debia deprimir la oxidación
de glutamato. EfeCtivamente se encontró acumulación en

un sistema que contenía NAD,glutamato y preparación
particulada de hígado (77).

Ademásde este efecto algunos estrógenos entre ellos
el estilbestrol, podian inhibir directamente a la gluta
mato dehidrogenasa. La observación agregada de que AD?
podia revertir la inhibición, hizo muyatractivo al sis
tema. La concentración mitocondrial del nucleótido, po
dria controlar la magnitud del efecto.

La glutamato dehidrogenasa existe en solución en un
equilibrio dependiente de la concentración entre un peso
molecular próximo a 2.000.000 y otro bajo de 320.000.
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A su vez estos agregados están constituidos por subuni
dades idénticas de peso molecular 52.000 (78-80).

La actividad de la glutamato dehidrogenasa es inhi
bida por estrógenos, menos efectivamente por andrógenos
y hormonas progestacionales y muyespecialmente por el
estrógeno sint tico el estilbestrol (77,81-84).

Otros inhibidores cuyo sitio de acción coincide en
la cadena respiratoria también afectan la actividad de la
enzima comorotenona (85) y o-fenantrolina (86).

Estos efectos comose dijo fueron estudiados especial
mente con el estilbestrol (81). Se observó que producía
un decrecimiento del peso molecular de la proteina,
cuando se usaban soluciones de alta concentración. Todos

los metabolitos que producían desagregación de la molécula
proteica, inducían un cambio de especificidad para el
sustrato, pues emergia actividad de alanina dehidroge
nasa (81-84,86). Comose esperaba de los experimentos
cinéticos el AD?prevenía también, la desagregación.
Pudieron correlacionarse los resultados de inhibición de
actividad con los de ultracentrifugación (84,87).

La afinidad de la enzima por sus coenzimas (NAD,
NAD?)no era alterada por hormonas, pero si los sitios
disponibles para la ligadura del sustrato, según técni
cas de intensificación de fluorescencia (88).

Todos estos resultados, condujeron a postular que
el mecanismode estas acciones se deberia a interferen
cia con uniones hidrofóbicas criticas. Podria suceder
que las regiones hidrofóbicas estuvieran implicadas en
la agregación. "El fenómeno no parecía tan simple ya
que factores estéricos y requerimientos de coenzimas,
estaban también implicados (82,83)". Se establece una
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correlación con los fenómenosobservados en respiración
mitocondrial (83). (interacciones de esteroides con ligadu
ras hidrofóbicas entre los comgonentes del sistema de
óxido-reducción).

La acción de estrógenos persistia sin embargo en solu
ciones a concentraciones tales que la enzima se encuentra
al eStado de monómero.Correlaciones cinéticas y de peso
molecular por técnica de disgersión de luz sobre una misma
mezcla de reacción, llevaron a la conclusión de que los
monómeros de 320.000 PM pueden adOjtar una de las confor

maciones rágidamente interconvertibles, que difieren en
cuanto a especificidad de sustrato y tendencia a agrega
ción en polímeros (89-92).

Polímero ——-—-) monómero ———-——>—monómero
X Y

Tomkinsy Yielding (78) expusieron tempranamente la
posibilidad de que la ligadura del estrógeno a la enzima
favoreciera la conformación Y del monómerocon mayor acti
vidad de alanina dehidrogenasa y sin tendencia a agregarse.
Se refieren a esta acción comosituada a un sitio diferente
al catalitico y que godria germitir regulación cualitativa
y cuantitativa; regulación multivalente además, por la in
fluencia de otros metabolitos sobre el efecto. Monod,Chan
geux y Jacob (93) llamaron regulación alostérica a este
tipo de efecto.

Otros datos experimentales muestran que las hormonas
esteroides inducen alteraciones estructurales sobre la en
zima como ser: cambios en ligadura de coenzimas (88,94),
cambios en laspropiedades inmunológicas (95) y velocidades
alteradas de inactivación térmica (96).
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Recientemente se describen (97) experimentos diseñados
para la selectiva marcaciónde los sitios cataliticos y
alostéricos sobre la enzima. mstos reactivos poseen un
grupo alquilante por el que podrían ligarse covalentemente
a 1a enzima en el sitio especifico.

La leuóina y el ADP(98) antagonizan ambos el efecto
hormonal, aunque por caminos diferentes. La leuoina parece
prevenir la ligadura del estilbestrol a la enzima, deter
minado por el método de diálisis deequilibrio. El AD?pro
duce un efecto distinto.

En esta regulación multivalente y comotal elegida como
modelo de interacción (78), es muy importante destacar que
el efecto es dependiente de la concentración de coenzi
ma (82,88,94). Ultimamente (98) se encuentran curvas de
efecto esteroide, hiperbólicas a niveles saturantes de NADH
y sigmoidea a bajas concentraciones de coenzima.

Alteraciones menores de la estructura proteica sin pro
ducir desagregación, fueron observadas por el mismogrupo
sobre otras enzimas, piruvato kinasa de músculo de 00ne—
jo (99) y aldehido dehidrogenasa de hígado de conejo (100).
Ambosefectos fueron descriptos con detalle anteriormen
te (3).

La marcadaalteración de actividad catalitica por las
hormonasesteroides, seria el resultado de cambios confor
macionales de estas enzimas (3). Permanece sin resolver la
significación fisiológica de estos hallazgos, a nivel mole
cular. En ese sentido Grisolia y col. (101,102) estudiando
glutamato dehidrogenasa de higado y útero (bovina y humana),
encuentran que las hormonasnaturales a concentraciones fi
siológicas ejercen minimos efectos, no comparables con el
estilbestrol. Si bien consideran excesivos el énfasis pues
to en la regulación de la especificidad de sustrato y sus
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vinculaciones al metabolismo en los trabajos descriptos
anteriormente (83) recalcan la imgortancia del requeri
miento de cofactor. Comoobservación adicional Mg++a
concentraciones intracelulares grotege a la enzima de la

inestabilidad inducida por estilbestrol + NADPHy
NADH(102).

Jl estilbestrol y las hormonasesteroides parecerian
regular además, la glutamato deiidrogenasa mitocondrial
(103), de acuerdo con los resultados sobre la enzima cris
talina, El estilbestrol no solamentealtera la actividad
de la enzima, sino también su ligadura a mitocondrias.
El estilbestrol libera la actividad de glutamato dehidro
genasa de mitocondrias y el AD?es capaz de retardar este
fenómeno (103).

Cabe consignar que a diferencia con estos resultados
¿ngel y Scott en los primeros estudios sobre la glutamato
dehidrogenasa encontraban estimulación de su actividad ¿or
corticosterona 10-8JM(104).

La glucosa Q2 dehidrogenasa constituye otro ejemplo de
dehidrogenasas, cuya actividad es afectada por hormonas.
Tambiénse detallan (3) los primeros estudios sobre ella
sin incluirla en la categoria de enzima cuya conformación
fuera alterable por los esteroides. Posteriormente su
actividad y la consecuente producción de NADPHfué corre
lacionado con la sintesis de corticoides (105). ¿l efecto
ACTHde estimulo a la sintesis de corticoides se deberia
a una acción sobre la dehidrogenasa con el consiguiente
aumento de NADPi.Cada hormona trófica activaria la glu
cosa 6? dehidrogenasa de su órgano (106,107).

Durhan y Adams(108) ensayan el efecto in vitro sobre
actividad de glucosa 6P dehidrogenasa microbiana. El efecto
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requiere OHfenólicos no sustituidos, lo que recuerda la
inhibición sobre el transporte de electrones (51). La
inhibición resulta reversible y no competitiva para NADP.
La explicación más aceptable del efecto seria según dichos
autores una modificación en la configuración proteica por
ligadura a un sitio distinto al catalítico, o sea inhibi
ción alostérica. Estos resultados la incluyen entre las
que sufren cambios conformaoionales por acción de hormo
nas esteroides.

Anteriormente McKerns (109) a la luz de sugestiones
hechas por Williams ¿shman (25) pensó que los estrógenos
fenólicos podían ser oxidados reversiblemente por el sis
tema. Se examinaronsus caracteristicas espectrales y no
se encontraron evidencias de formas oxidadas en el espec
tro. Sus datos parecian indicar que los estrógenos sinté
ticos podrían competir con los sitios de ligadura de NAD?
sobre la apoenzima.

Los grupos ionizados del inhibidor activo en la forma
trans, estarian a una separación de 15 Á correspondiente
a la distancia interatómica determinada de modelos molecu
lares entrc el pirofosfato y el fosfato terminal del NADP
en su forma más extendida (109).

En previos estudios de ligadura de estrógenos en útero
han sido implicados grupos SH (llO) tejidos que responden
a estrógenos tales comoútero y vagina contienen cantida
des minimas de componentes llamados receptores de estró
genos que muestran gran afinidad por el estradiol. Grupos
SH, de la sustancia receptora parecen esenciales a su
capacidad para asociarse con estradiol. La presencia de
reaCtivos de tioles en el medio, elimina la caracteris
tica afinidad del tejido por el estrógeno. Ademásla pre
sencia de mercuriales, eluye del tejido a los estrógenos
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previamente ligados. El descubrimiento por Jensen y Jacob
son de que el útero de rata es capaz de tomar selectiva
mente y retener 17 B estradiol, ha llevado a investigar
la naturaleza de las especies moleculares involucradas
en la ligadura. Experimentos de digestión con enzimas
han indicado que probablemente se trate de una proteina.
Conestradiol tritiado y centrífugación en gradientes de
sacarosa, la radioactividad migra comoun pico simple con
coeficiente de sedimentación 9.5 S (111,112).

La glutamato deshidrogenasa de hígado y la piruvato
kinasa de músculo ligan 17 B estradiol. Se ensaya el
efecto de 4-merouri-l7 B estradiol sobre ambas enzimas
en presencia y ausencia de la hormona (113). La formación
del mercaptida aparece disminuida en presencia de la hor
mona, Posiblemente esta compite por un proceso de exclu
sión al sitio especifico de ligadura. Estos trabajos
asi como los de Kallos y Tomkins (97) parecen encaminados
a dilucidar la naturaleza del sitio de ligaduras de hor
monas esteroides sobre glutamato dehhidrogenasa y otras
enzimas.

En relación con la alteración de estructuras, puede
citarse un reciente trabajo sobre capas monomoleculares
(114) influenciados por hormonasesteroides.

Puedenaportar datos interesantes al ocnjunto las
series publicadas sobre interacciones proteina-esteroide
por Nestphal y col. de los cuales hay algunos muyre
cientes (115,116).

La acción sobre transhidrogenasas para piridin nucleó
tidos está detalladamente descripta (3). Su mecanismono
se ha aclarado aunque parece un fenómeno no relacionado
con el que nos ocupa (26). Villee (117) resume también
algunos de los mecanismos propuestos. Tanto estos como
los mencionadosanteriormente para explicar los efectos
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de las hormonasesteroides sobre los diferentes sistemas
en estudios permanecen aún en el ¿lane de las postula
ciones (4,78,115,118).

Estudios sobre el mecanismode reacción orgánica
vinculados a procesos bioquímicos, puede ayudar a avanzar
en este camgo. Un ejemplo de ellos lo constituye el publi
cado recientemente (119). Los estrógenos sintéticos hexes
trol, estilbestrol parecen producir radicales de adición
de hidrógeno en reacciones ¿ue se gostulan como etapas
mecanisticas de su acción hormonal. Esto surgiria de com
paraciones establecidas con sus requerimientos para la

acción estrogénica (120).

Resultan un paso adelante, las conclusiones sobre
requerimientos estructurales de esteroides en lo que
conciernen a la inhibición del transporte de electrones
mitocondrial, establecidos recienteaente por Stoppani y
col. (121). En cuanto a la significación fisiológica del
efecto, esaán en progreso estudios in vivo (122é124).

Localización actual del sitio de inhibición por
hormonasesteroides sobre cadena rggiratoria

Los trabajos (l,26-3l,35,40,43,48,51) fundamental
mente, situan la acción del estilbestrol y derivados
entre la NADHflavoproteina y CoQo citocromo b.
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Arreglo de los coaponentes resoiratorios
en la región flavina de la cadena

respiratoria de gamiferos (lO)

ATP
amytal
rotenona

NADHw- >Fp (Fe ) estilbestrolNH .(g1,94)
xxi i

coanima Qlo.... O2
_ citocromo b

succinato-Gqu (Fe /¡/””
NH)"

(g 1,94)

Desarrollo del plan de trabajo

¿ste trabajo fue realizado con preparaciones no fosfo
rilantes tigo Keilin y Hartree (125,126). ¿sta pregaración
consiste de fragmentos mitocondriales (sarcosomas) proba
blemente derivados de membranainterna (16). Las mitocon
drias fragmentadas no tienen en este caso capacidad para
producir fosforilación oxidativa y sintesis de ATP,aunQue
mantienen la capacidad de producir reacciones dependien
tes deenergia. De tal manera, estaria perturbada la trans
ferencia final de energia (127-129). Tiene en general
mayoractividad respiratoria que las mitocondrias intac
tas (16), es más indicada ¿ara estudios espectroscópicos,
se eliminan complicaciones de interpretación por otros
efectos sobre metabolismo mitocondrial (48,51) y tienen
mayoraccesibilidad varios metabolitos usados exógena
mente.
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1.- Se ensaya un fraccionamiento, con el objeto de elimi
nar segnentos no involucrados en la inhibición.
2.- Se estudia la acción del estilbestrol y derivados,
sobre la reducción por NADHy succinato del citocromo b,
con el objeto de descartar alguna acción del inhibidor
sobre dicho componente.
3.- Se estudia la reversibilidad de la inhibición bajo
las condiciones de medida de los experimentos cinéticos.
Los resultados peraiten ensayar una probable acción del
estilbestrol sobre quinonas (dada su estructura y lipofi
licidad), mediante un tratamiento cinético.
4.- Se establecen algunas resguestas diferenciales con
rotenona, inhibidor de cadena resgiratoria, cuyo sitio de
acción coincide hasta el presente con el del estilbes
trol (8,130).
5.- Se ensaya la acción del eatilbestrol sobre 1a NADH
dehidrogenasa funcional, para establecer posibles diferen
cias con las respuestas en sistemas solubles ensayados
anteriormente (1,40).
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CAPITULO II

Preparaciones enzimáticas utilizadas

Preparación no fosforilante tipo Keilin
x Hartree de músculo cardiaco

Se obtuvo partiendo de corazones de cerdo por la
técnica de Slater (l) ligeramente modificada. Los corazo
nes de animales recién faenados fueron traídos del mata
dero enfriados con hielo. Se quitaron grasas y tejido co
nectivo. El músculo se pióó y lavó por agitación con agua
de la canilla seis veces durante 15 minutos. En cada caso
el agua se eliminaba exprimiendo la carne colocada dentro
de un lienzo. En general seis lavados eran suficientes
para no obtener coloración del agua. En la misma forma se
hacia un último lavado con agua destilada. El músculo se
homogeneizó durante 45 segundos a máxima velocidad en un

homogeneizador eléctrico comercial waring, modelo CB-4
de 3.500 ml de capacidad, con 500 ml de fosfato disódico
lO mMcada 200 gr de carne picada.

El homogenato se centrifugó a 0° C durante media hora
a 1.500 rpm (900 g) en una centrífuga refrigerada Inter
national, modelo PB 2. Se filtró el sobrenadante. Estos
sobrenandantes reunidos se centrifugaron a 4° C en una
centrifuga Servall en el rotor GSAa 9.000 rpm (14.000 g),
durante 40 minutos. El residuo se homogenizó con un volú
men igual de buffer fosfato 0.2 M pH 7.4. La cancentra—
ción final de proteína oscilaba aproximadamenteentre
40-55 Ing/ml.

Para usos espectrofotométricos la preparación se lavó
con igual volúmen de una solución de nitrito de sodio al
0.2 % para eliminar la interferencia de mioglobina y hemo
globina, según sugestiones de Chance (2). Se centrifugó



37

en una centrífuga Servall refrigerada 40 minutos en el
rotor SS 34 15.000 rpm (27.000 g).

Preparación de músculo cardiaco con actividades NAEH

succinato citocromo C reductasa. Fraccionamiento de la
preparación anterior.

Se siguió para el fraccionamiento la técnica de Rabi
nowitz y De Bernard (3) quienes utilizaban comomaterial
de partida suspensiones mitocondriales y ETP.

Suspensiones de la preparación anterior en buffer fos
fato 0.2 M pH 7.8, 0.25 M de sacarosa, congeladas a
-15° C, se llevaron a temperatura ambiente, se diluyeron
con solución 0.25 Mde sacarosa hasta una concentración

aproximada de 22 mg/ml.

Se le agregó colato de sodio neutro lentamente, gota
a gota entre 0-4o C hasta que la relación acido cólico/
proteina era 0.36 mg/mgprot. relación considerada extre
madamentecritica. Luego se agregó solución saturada de
sulfato de amonio pH 7 hasta 40 fi de saturación. Se cen
trofugó a 50.000 g 15 minutos en el rotor 30 de la ultra
centrífuga Spinco L. La fracción precipitada no se uti
lizó por contener citocromo oxidasa. El sobrenadante se
fraccionó luego a 50 y 60 % de saturación, también con
solución saturada de sulfato de amonio pH 7. Se controló
el pH con hidróxido de amonio. Luego de cada etapa se
dejó en reposo 15 minutos y se centrifugó a 60.000 g
durante lO minutos. El precipitado se suspendió en
buffer fosfato 0.2 MpH 7.8, 0.25 Mde sacarosa.

Eliminación de colato y SO‘QNH4)2residuales: Para1+ _—'_'—
evitar la inactivación y obtener mayoresactividades se
diluyó a concentraciones aproximadas a 0.5 mg prot/ml.
durante 30 minutos y se sedimentó posteriormente por
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centrifugación 4 horas a 60.000 g. El precipitado suspen
dido igualmente en buffer fosfato 0.2 M pH 7.8, 0.25 M de
sacarosa.

Solución de colato: Se disolvieron 3.70 g de hidróxido
de sodio en 50 ml de buffer fosfato 0.1 M pH 7. Se agrega
ron 38 g de ácido eólico purificado por recristalizaciones
sucesivas. Se ajustó el pH de la solución y el volumen se
llevó a lOOal con el mismobuffer.

Purificación del dioxano: Comosolvente de esteroides

se usó dioxano libre de ¿eroxidos y aldehidos. El dioxano
comercial se destiló en presencia de sulfato ferroso

(1010-1030 en baño de aceite) y ¿osteriormente se pasó por
columna de alumina-.,) También se trató el dioxano comer

cial con bisulfito de sodio y lentejas de hidróxido de po
tasio l hora. Luego de un nuevo tratamiento con sulfito se
lo secó con hidróxido de potasio. Luego fué destilado a
1010-1030 y gasado por columna de alumina, para retener
peróxido. El procedimiento seguido, de acuerdo a las espe
cificaciones de Falk (6) y Cornford (7) dió un dioxano con
reacción negativa frente al reaccivo de Schiff y al test
del ácido tiobarbiturico (8).

Purificación de etanol: Para uso espectrofotométrico,
se le agregó Zn en polvo (20 g) e hidróxido de potasio
(40 g) a l litro de etanol. La mezcla se refluja l hora,
antes de ser destilada.

Metanol: Se refluja media hora y se destila luego,
en presencia de ácido oxálico.

Deterningción de proteínas: Las proteínas se deter
minaron por el método clásico de Biuret según Gornall y
Bardawill (4) modificado por Slater (5). La curva de ca
libración se hizo con solución de albúmina cuya concen



39

tración se determinó por Kjeldahl.

Medida de actividades enzimáticas: Se utilizó un
Beckman DUmonocromador ligado a un convertidor (Model

200 Gilford Inst. Lab. Inc.) con registrador Leeds y
Northrup.

Espectro de absorción diferencial: Se utilizó un
espectrofotómetro BeckmanDK. El registro dió en un
intervalo de longitudes de oídas 400-700 nmyla dife
rencia de absorción a temperatura ambiente para una
misma susgensión dividida en las dos celdas de medida.
Una de ellas aeróbica y la otra anaeróbica por agregado
de ditionito ó sustratos. Se obserVuron asi, los compo
nentes enzimáticamente activos de la partícula NADH
succinato citocromo c reductasa.

Determinaciones espectrofotométricas
diferenciales de doble haz

Se utilizó un espectrofotómetro Aminoo-Chance
(American Instruments Co, Silver Springs, Maryland).

Este espectrofotómetro, alterna dos longitudes de
onda, de las cuales una, sirve de referencia. Los pares
elegidos por Chance, eliminan al máximolas interferen
cias debidas a otros pigmentos. El medio de reacción
utilizado fué buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4. La mezcla
de reacción, se colocó en la celda del espectrofotóme
tro, termostatizada a 10° C É l. Luego de ajuste óptico
y equilibración térmica, la reacción se inició en cada
caso por adición de los sustratos. Los reactivos se
agregaron en volúmenes tales, que la variación de
absorbancia por dilución de la mezcla de reacción resul
tara deepreciablet
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Se utilizaron los siguientes valores de.fi€ (mM-lom_1)

Citocrouo b (562-575) : 23
Citocromo b (430-410) : 180

Citocromo c - cl (550-541) : 19
Flavoproteina (465-510) : ll

Todos estos valores, de acuerdo a Chance (11),

Polarografía: El consumode oxígeno se ensayó polaro
gráficamente con un electrodo de oxigeno de Clark.

Con un voltaje de polarización aproximado de -O.6 vol
tios, la corriente es directamente proporcional a la con
centración de oxigeno de la solución. El polarógrafo
consta de un registrador, que se calibra. La concentra
ción de oxigeno del buffer a la temperatura de las expe
riencias se tomó de tablas (12). Jl medio de reacción
utilizado fué buffer fosfato 0.1 M, pH7.4. El volumen
final de la celda de reacción es de 5 ml y uJiliza agita
dor magnéticorecubierto, ¿ara facilitar el estableci
miento del eguilibrio entre el oxigeno disuelto y el que
difunde a través del electrodo de oxígeno. El aparato se
equilibra con el buffer Saturado de aire a temperatura
ambiente. Luego de cada registro se lava por succión
exhaustivamente la celda de reacción.

Determinaciones fluorométricas de nucleótidos degpiriding

Se hicieron utilizando el accesorio para fluorescen
cia Aminco, equipado con un filtro primario Chance O x l
(máximode trasmitancia 366 nm) y recibiendo la luz emi

tida (¿.450) a 45° sobre lu misma cara de la cubeta a
través de un filtro flratten 2 A.
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Actividades enzimáticas

Condiciones de ensayo. Actividad NADHoxiggsg: Se
midió la variación de absorbaacia a 30o C por el decre
cimiento de absorbancia a 340 nm. El medio de reacción

fué el siguiente: buffer fosfato O¿1 M, pH 7.4; NADH
0.25 mM;enzima aproximadamente 0.1 mg/ml, en un volúmen

final de 3 ml, El coeficiente de extinción para NADHse
consideró 6.22 x 106 cmz/mol. La actividad especifica
se expresó como micromoles de NnDH/min/mgproteina.

Actividades de citocromo c reductasa en particulas
fraccionadas: La reducción de citocromo g se midió es
pectrofotométricamente a 30o C por el aumento de absor
bancia a 550 nm. El medio de reacción fué el siguiente:

buffer fosfato pH 7.8, 0,02 M; citocromo g l mg/ml;
azida sódica 0.5 mMpara evitar reoxidación de citocro
mo c y NADH0.25 mMó succinato lO mMpara iniciar las

reacciones. Enzima, alrededor de 0.1 mg/ml en un volúa
menfinal de 3 m1. El coeficiente de extinción utilizado
para citocromo c fué 19 x 106 cm2/m01 (9).

Actividades de CoQreductasa en particulas fraccio
ggggg: Se siguió la variación de absorbancia a 275 nm.

El medio de reacción fué el siguiente: Q0, 0.1 mM;sa
carosa 0.2 M; buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4; NADH0.25 mM

ó succinato lO mMiniciaban las reacciones. Enzima, apro
ximadamente 0.1 mg/ml en un volúmen final de 3 m1.

ActividgdiADH-fumarato reductasa se midió de acuerdo
a Slater (10).
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Actividades enzimáticas de la preparación
no fosforilante tipo Keilin y Hartree

Para las medidas se utilizó un espectrofotómetro
BeckmanDUdescripto anteriormente.

NADH- CpQ reductasa: Se midió de acuerdo a Pharo y

col (13). 1.- Actividad a concentración fija de Q0, Q1y
Q2. 2.- actividad máxima, a variadas concentraciones de
las 1uinonas. En ambos casos el medio de reacción fué el
siguiente: buffer Tris-sulfato 0.05 MpH8; cianuro l mM;
NADH0.125 mMy quinona en las concentraciones indicadas.

Se siguió la variación de absorbencia a 340 nmy la
reacción se iniciaba por agregado de NADH,luego de un

minuto de adición de la quinona. La concentración de pro
teina se mantuvo en un rango no mayor de 0.2 mg/ml. Para

Q0la velocidad resulta lineal, para Q1y Q2se utiliza
ron velocidades iniciales a los 15 segundos, periodo en
que se mantiene lineal.

Ferricianuro reductasa: Se midió esta acaividad, según
Singer y col° (14) a velocidad máxima, siguiendo la varia
ción de absorbencia a 420 nm. El medio de reacción utili
zado fué buffer fosfato 0.04 M pH 7.4; NADHoxidasa alre
dedor de 0.05 ug/nl, “lumen final 3 ml. Solución de ferri
cianuro 0.01 Magregado en volumenes de 0.16 a 0.4 ml a los
diferentes tubos de reacción. Para iniciar las medidas se
agregaba NADHy luego de un minuto la enzima, descartando
asi la posible reducción no enzimática del ferricianuro.
El NADHse utilizó a dos concentraciones diferentes, baja
(0.15 mM)y alta (0.6 mM).

Medida de actividad trangbidrogenagg: Se midió de
acuerdo a Stein, Kaplan y Ciotti (15) con el siguiente
medio de reacción: NADHoxidasa, del orden de 0.5 mg/ml;
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NADH0.13 mM; APAD0.2 mM; CNK 1.0 mM; buffer fosfato 0.1 M

pH7.4 temperatura 30° C. Se siguió la variación de absor
bencia a 375 nm, teniendo en cuenta ¿un una variación de
absorbencia de 0.0051 equivale a un nanomol de análogo
reducido.

NADH-citocrogp C reductasa: Se siguió el aumento de
absorbencia a 550 nm. El medio de reacción fué el siguien
te: buffer fosfato 0.1 MpH 7.4; cinauro 2 mM;citocromo C;
l mg/ml y NADH0.3 mM.La reacción sc inició por adición
del NADH.

Reactivos utilizados: NADH,STIL, AAy Tris de Sigma
Chemical Co. Ascorbato de sodio de Roche argentina. Hexes
trol, estilbestrol monometiléter,estilbestrol-dimetiléter
y hexestrol dinetiléter de Dextran Chemicals Inc., New
York. Menadiol se obtuvo por reducción de la menadiona,
según; Fieser (16). Luego se determinó su concentración
espectrofotométricamente.

Las Q0, Q1 y Q2 se obtuvieron de Merck-Sharp y Dohmc
Rahway, NewJersey por cortesía del Dr. K.Folkers.

El sulfato de amonio de Mallinckrodt; ferricianuro y
sacarosa de BDH.Nitrito de sodio de Murck Darmstadt.

Acetil pridin -NADse obtuvo de Pabst Laboratories,
Milwankee.

El hidróxido de sodio de ¿KASweden. Fosfato disódico de

Hopkins y Williams Ltd. Fosfato monopotásico de May &
Baker.

Otros reactivos utilizados eran de grado analítico.

El H20, destilada sobre vidrio y desionizada.
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CAPITULOIII

Inhibición por hormonas esteroides de la
oxidación de succinato y NADHen sistemas

citocromo c reductasa de miocardio

fraccionamiento de cadena respiratoria mitocondrial
La cadena transportadora de electrones mitocondrial,

desde el punto de vista de su estructura, es un complejo
multienzimático compuesto de proteinas, lípidos y compo
nentes involucrados en el transporte propiamente dicho,
capaces de oxidarse reversiblemente en el sistema. "El
concepto de cadena respiratoria como complejo de compo
nentes individuales, no implica que la actividad de la
mismapueda ser cuantitativamente reconstituida, poniendo
en solución, sus componentes purificados". En el sistema
intacto ó en particulas derivadas, la actividad es fun
ción no solamente de la actividad de los componentes
individuales, sino de su integración en 1a estructura
membranosamitocondrial. Las enzimas solubles obtenidas

hasta el presente, difieren en su comportamientocon las
del sistema estructurado nativo, tal es el caso de la
NADHdeshidrogenasa (l).

Aúna riesgo de introducir modificaciones, se ensa
yaron fraccionamientos. Estos prometían complementar la
información obtenida sobre sistemas intactos mitocon
driales espectrofotométricamente y con el uso de inhi
bidores.

Los trabajos sobre reconstitución de actividad resulá
tan complementarios, ya que una actividad reconstituida
eficazmente constituye la prueba de correcta funcionali
dad para los fragmentos obtenidos.
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Se usaron en esta línea de ¿raoajo comomateriales de
partida dos tipos de preparaciones: aitocondrias intactas
y preparaciones no fosforilantes de diversos tipos: (Kei
lin y Hartree (2)) y partícula transportadora de electro
nes ¿TP (3) descripta por Green y col. y otras intermedias
con capacidad fosforilante limitada, comolas obtenidas
por Cooper y Lehninger en 1955 (4). Las partículas mito
condriales contienen un 30-35 fi de lípidos (5,6) que puede
ser removido por tratamiento con acetona acuosa (6,7).
El material restante, esencialmente proteico, es todavía
insoluble en agua y soluciones salinas. Los componentes
del sistema transportador permanecenlígados a esta
fracción particulada, pero la actividad desaparece por
extracción de los lípidos.

Para obtener complejos funcionales, se utilizaron en
cambio diferentes reactivos químicos, tales comosolven
tes orgánicos, sales, detergentes, etc.

Los materiales de partida señalados anteriormente,
preparaciones no fosforilante tipo Keilin y Hartree, ¿TP
y NnDHoxidasas (8) son considerados sistemas cerrados.
El citocromo c agregado exógenamente no puede interaCtuar
a menos que se segmente funcionalmente la cadena con inhi
bidores terminales del tipo del cianuro (9). El trata
miento con los agentes mencionados, inducía un requeri
miento absoluJO de citocromo c que se llamó fenómeno de

apertura "opening". Aparecen dos nuevas actividades NADH
ó succinato citocromo c reductasa y ferrocitocromo oxi
dasa. Se comprobó ¿ue dicho fenómeno correspondía a la
separación física de dos partículas NADHcitocromo c
reductasa (roja) y citocromo oxidasa (verde) (10).
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Los trabajos de Green y col. culminaron con el aisla
miento de 4 complejos funcionales, capaces de combinarse
entre si, de acuerdo a la secuencia esperada (ll). A deter
minadas concentraciones de los complejos es posible recons
truir el sistema. Los aspectos Íisicoquimicos y estequio
métricos, junto a la falta de fosforilación del sistema
reconstituido, no permiten valorarlo críticamente por
ahora, según Lehninger (12).

I
.,"D

NADH Fp . y III IV
Fe n h ._V _...__..-...._, l._..'.....__..i...

--—- =\\¿ elt b _01t a g
Q Cit c qm)cit cm; ícit a gso

l : ' _ = 2

5-5-8 ¡,7 Fe n h' ¡cu 3:¡m mw. 
SUCCINAlO ¡Fe n h

II

Hatefi (ll) Complejos funcionales de cadena respira
toria

Keilin y King (13,14) en escudios de fraccionamiento
y reconstitución logran reconstituir la actividad de
succinato oxidasa y obtienen complejos del tipo anterior,
lo que permite correlacionarlos (15,16).

Ningunode estos resultados reconstruye el sistema
nativo, pero han aportado datos de interés comoes la
aparición de Fe no heminico como probable componente
involucrado en óxido-reducción.

Muyrecientemente el grupo de Hacker ha enfocado el
problema desde un ángulo distinto. Reconstruyen activi
dad de succinato Q reductasa en un complejo funcional
de cadena, al ¿ue le agregan, como reguerimienao esen
cial una preparación particulada de citocromo b. Prue
ban de esta minera si el componente agregado cumple
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además algún papel estructural ó de acoplamiento de ener
gía (17).

Las preparaciones constituidas por segmentos físicos,
complejos estructurados de cadena respiratoria con activi
dades parciales pero funcionalmente activos, ofrecían la
posibilidad de ensayar la acción de hormonas esteroides
sin la presencia de sectores no involucrados en la inhi
bición. Por ejemplo la partícula NaDH-succinatocitocro-'
moc reductasa, contiene el sitio sensible y su entorno
inclusive la rama para el succinato, pero no citocromo
oxidasa.

Obtención y propiedades de una partícula
NADH-succinato citocromo o reductasa de

fraggentos sarcosomales

Se partió de preparaciones tipo Keilin y Hartree (2)
congeladas a -l5° C. Se siguió la técnica de Rabinowitz
y De Bernard (18) pero con diferente material inicial.

Suspensiones de fragmentos sarcosomales de cerdo se
trataron con colato de sodio a concentraciones críticas
0.36 mg/hg y se precipitó con sulfato de amonio a 50 y
60 fi saturación seguido de centrifugación a 60.000 g du
rante lO minu¿os.

Se ensayó una escala de ¿H entre 7 y 8 resultando
este último el más conveniente para la reproducibilidad
del fraccionamiento. Se descaraaron las fracciones ppdae
a 30 y 40 fi saturación. Las fracciones a 50 y 60 fi de
saturación que se utilizaron se suspendían finalmente
en buffer fosfato pH7.8, 0.25 Msacarosa. Resultaron
escables una semana a -15 ° C.
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Resultados

Para descartar la posibilidad de que las actividades
de citocromo o reductasa medidas, estuvieran involucrando
actividades contaminantes ó no sensibles a los inhibidores
clásicos (19) se ¿robó la sensibilidad a antimicina A de
estas ¿reparaciones. A una relación 0.1 pg An/mgproz se
obtugo una inhibición del 90 fi de las actividades NADHy
succinato ciïocromo c reductasa medidas.

0.4 I

0.3 

<1

a 0.2}
:2
<1:

CO

m 0.1 
CD

U)
CD

«< 0- '

l l I l l l l
400 500 600

A nm

Fig.III - l .—Espectrodiferencial de la partícula NADH
auccinato-citocromo c reductasa.

Temp.ambiente; proteína 13,2 mg en 81111fosfato 0.1 16pH
7.4; se utilizó dividida en dos cubetas; A , reducción
con ditionito; B , auccinato 220.63M.
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En la figura l se observa cl espectro diferencial
obtenido a temperatura ambiente, por reducción de la pre
paración con ditionito y succinato. Los citocromos b y c,
son reducidos enzimáticamente por succinato hasta exten
siones próxiaas a las obtenidas con ditionito comolo
muestran los picos de absorción a las bandas caracteris

ticas 562 para citocromo b y 554 para citocromos cl + c
(se ¿resume escasa presencia de citocromo c, en base a
resultados de trabajos anteriores) (18). Nose observan
picos alrededor de 600 nm lo que confirma 1a ausencia de

‘ Citocromo oxidasa (banda caracteristica 605 nm) (9).

run!

¡IR-ETC SLZULTAREJ DEL WCCIHL'I‘O ¡“DE2 SOBRE Ia; ACTIVIDAD DE

PREPARACIOHSS DE EADHZ -SUCCUATO-CITOCROHO g-RSDUCTASA

Actividad. enzimática. (“Holas cit .c/min/mg prot)

Sustratos gunz-no Saunas;
mccinsto mua Suooinato NADH2

Fracción ¡u Fragmentos 94.1’0030113168con

3014120de sodio (3.36 ¡na/m3prot.) pre

cipit-do con SO4(N54)2 50 S act. 0.4 0.6 1

F‘ragqián B: hwccián A diluir“ a 0.5 ¡ug/nl

y sedimento“. a. b0.000 x ¡5 para. eliminar

conto y so4 (m4)2 residual. 1.3 1.3 2.6

¿2529:16213: Igual a. frucciJn A, pptcd...

con so‘ (1m ) g 60 71.sat. 1 0.09 1-. 4 2

ara.::ci.5n Dz Fracción C centrit’ugad‘ a

60.000 x 3, como B. 1.2 1.2 2.4

Succinato y NAD}!cit. c :o.1uct.¡.sa.¡ Fosfnto 0.02 il pH 7.8; azida sádica. 0.5 mi!cit. c 1 tng/ml

XADH:0.25 mu, succinato 10 mi!para. iniciar reacciones Vol.
final: bl
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La tabla I nos muestra valores para actividades e59e—
cificas de succinato y NADHcitocromo c reductasas asi
comoactividades en ¿resencia de los dos sustratos simul
táneamente. Para cada una de las fracciones A, B, C y D
utilizadas y en todos los casos, la acsividad especifica
para succinato + NADHresulta la-suma con relación a las
actividades para cada sustrato aisladamente. El NADHno
compite con succinato por la cadena comúny viceversa a
diferencia de lo_que ocurre en las preparaciones origina
les no fraccionadas. La actividad de las fracciones A y C
(50 y 60 fi saturación) mejoran notablemente cuando se eli
minan el colato y sulfato de amonio residuales.

El procedimiento utilizado consistió en diluir a con
centraciones de proteina inferiores a 0.5 mg/ml y pOSte—
rior sedimentación a 60.000 g.

En vista de la separación de cadenas sugerido por los
resultados de tabla I se midieron actividades NADH-fuma

rato reductasa (20) con reultados negativos en varios
medios de reacción. Se tenia una evidencia más sobre la
modificación estructural a nivel de la interacción entre
ambas cadenas succinato y NADHpara estas partículas.

Acción de hormonas esteroides sobre actividades

enzimáticas catalizadas por pregaraciones NADH
succinato citocromo c reductasa,

La tabla II muestra la acción de hormonas esteroides
dietilestilbestrol, progesteronay estradiol sobre tres
preparaciones diferentes precipitadas a 60 fi saturación
con sulfato de amonio a saber A, B y C. Resulta satis
factoria la reproducibilidad de los valores de activida
des específicas, asi comoel efecto de las hormonas
sobre ellas. Los esteroides inhiben con mayor potencia
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TABLA II

ACCION DE ESTEROIDKS SOBRE ACTIVIDADES ENZIMA'I‘ICAS DE LA PREPARACION

NADH2 -SUCCINATO CITOCROMO C REDUCTASA

Las cifras representan 1.:.actividad enzimítioe .presedn. comoumoles de citooromo g reduci

do/min/mgprot. Concentración de hormone, 15 ull. Ehtre paréntesis, inhibición por el asteroide.

kp. Mg m Dietileltil- Presenta-om. Estrecho].
2232i

A mm2 o .15 o .07(50) 0.06(46)

B mm2 o .08 o 04(50) o .04(5o) 0.o .(50)

c “me o .1 —— o .04(60)

A' Suocmto o .7 o .09(88) o .19(73) ——

3 ' Suocineto 0.8 O (100) —— __

C' Suocineto 0.7 o (100) 0.3(55) --

succinato y NAD)!cit. c reductasaz Fosfato 0.02 l pH 7.8; ezida. stice 0.5 m! oit c l/mg/ml

NLDHy succ. 0.25 mu y 10 m1.!resp. A, B y C fracción 60 fi

t SO FH
se 4 ( 4)2_)
prot/ml Vol. final: 3 m1

de diferentes fraccionamientos, 0.1 mg

a1 sistema para el succinato. Llega prácticamente am
100 % a una concentración 15.MMde los esteroides. La
inhibición de la actividad NADHcitocromo c reduotasa

en cambio, oscila entre 40 y 50 %..Esto indica una al
teración de la sensibilidad a los esteroides si se lo
relaciona con los resultados obtenidos en el sistema
intacto. Se midieron estas mismasactividades con cia
nuro comoinhibidor terminal en las preparaciones ente
ras una vez descongeladas y aún en presencia de la can
tidad de colato/mg proteína utilizada en el fracciona
miento cuando se efectuaba. El sistema mostró mayor
sensibilidad a los esteroides para el NADHcomosustrato
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y muchomenos para el succinato en coincidencia con resul
tados anteriores (I-l).

Es sabido que las hormonas esteroides inhiben la re
ducción de quinonas exógenas (I-l,35,40). Se ensayó ene
tonces su acción sobre las actividades Q reductasas cata
lizadas por estas particulas. Se determinó el coeficiente

de extinción (ox-red) para Q0 que resultó ser 13,4 cm.-l
mel y se calcularon actividades con la fórmula

_ absorb a 2754gg = absorb 275 gg
o . _ 

(EQ0x- F.de - Efumarato(275) (16 2,7 0.33)

La contribución por aparición de fumarato (21) se tuvo
en cuenta para las actividades con succinato.

TABLAIII

ACCION 2):} ¿.flfiiOIDJJ ¿03515 ACTIVIDADJJJ NADU, SUCQINA'I‘O CITOGHGKO C EL'JE‘LLJ'Pr'xsd,

NADLI, ¿UGCINATO (.1 RSDULJTAJAS

Lau cifras representan actividad específica. (umol ie aceptor/mir/mg prot .)

¿3101021.¿5 Cit o roductas; Co Q reductasa

¿ustríggz‘ sustrato: Sustrato_: sustrato:
¡{AMI ¿nec in.“ o NADH Succ Lmto

Control A O.13 0 .9 O.10 0 .23

(Lioxano B O .2 0 .8 O .19. 0 .35

Eatiinea'crol A o .09(50) o .005 o.10(o) o.o7(7o)

B o.12(4o) omuoo) o..12(o) o.17(52)

ï'rogesterona. A o .09( 50) o .29( ro) o .100) ——.

3 o.12(4o) 3.42250) o.12(o) 0.2208)

thi't.AF‘rc'5 o—'st.‘o 23 ' J '
p ac 1 n 5 ¡u e. J4 (Ni4,2 ¡ 3Hucc16n 60,;331: 304 (N114)2

Succinato .1;reductasu: 0.15 m; proteína/m1; Vol. final, 3 nl; lOOuM.i ; 200 :1}:sacarosa;

. Actividai MADE,

100 :¡LIfosfato pH 7.4; NAS)“0.25 mL‘.<5succinato 10 :nll para iniciar la reacción; cit. c
:eiuctasa comoon stla II.
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La Tabla III correlaciona los efectos de hormonas es

teroides sobre actividades de citocromo c reductasa y Q0
reductasas para ambos sustratos NADHy succinato sobre la
misma fracción 50 y 60 % saturación.

Los resultados sobre actividades citocromo c reducta

sas coinciden con los de Tabla II. Cuando Q0 es el acepn
tador externo, en lugar de citocromo c, la actividad su

ccinato Q0reductasa resultó un 70 %afectada por estil
bestrol y 40 % por la progesterona. La actividad NADHQ0
reductasa en cambio no resultó sensible a las hormonas.

Discusión

La acción de hormonasesteroides sobre estas parti
culas para el NADH,resultó en cualquier actividad me

dida citocromo o reductasa ó Q0 reductasa mucho menor
que en el sistema intacto. Esto no es dificilmente expli-.
cable. La región NADHflavoproteina que involucra al si
tio sensible es sumamentesensible a varios agentes.

El tratamiento drástico con detergentes que implica
el fraccionamiento podría seguramentealterar la acti
vidad a esa región, compitiendo de alguna manera con un
efecto posterior de la hormona. (Las actividades obteni
das para el NADHresultan bajas especialmente si se
tiene en cuenta la concentración de componentes en estas
particulas).

En cambio, la acción inhibidora sobre la cadena del
succinato es inesperada y dificilmente explicable.

Ya se habian observado alteraciones en la sensibili
dad a inhibidores clásicos comommytal y antimicina A
en particulas semejantes a las utilizadas en este tra
bajo (22).
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Muyrecientemente se habría evidenciado la inducción
de sitios de inhibición sin relación con los de cadena

intacta por fraccionamientos, comoes el caso de sitios
de acción de rotenona en cadena respiratoria y en una
partícula NADH-Qreductasa soluble (23).

A pesar de todas estas consideraciones, actualmente
se sigue usando comocriterio de reconstitución sensibi
lidad a inhibidores clásicos, en los fragmentos y luego
en el sistema reconstituido (17).

En nuestro estudio, dada la complejidad de factores
que pueden llevar a alteraciones comola observada se
continuó con seccionamiento funcional de la cadena.
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CAPIJULO IV

Acción del estilbestrol y análogos sobre los
componentes de óxido-reducción del sector

NADH-citocromob de la cadena reSQiratoria

La acción principal del estilbestrol y las hormonas
esteroides sobre el transporte de electrones mitocondrial,
se ubica en el sector NADH-citocromob de la cadena. En
efecto, Stoppani y col. (I-l,27,35) encuentran que la
NADH-oxidasaes mucho más sensible a los esteroides que

la succinato oxidasa y que la respuesta al estilbestrol
de la NADH-guinonareductasa particulada de miocardio es
comparable a la del sistema completo (NADH-oxidasa).
Observacionessimilares refieren otros investigado
res (I-26,2974O).

En la zona NADH-flavoproteína de la cadena de trans
porte de electrones existen componentes cuyos niveles de
óxido-reducción pueden medirse con precisión por espec
trofotometría diferencial. En primer término está el
citocromo b cuyas variaciones son susceptibles de inter
pretación directa. En segundo lugar es fácil medir el
nivel de óxido-reducción de las flavoproteínas. En este
caso, varios componentesde la cadena respiratoria
pueden determinar cambios de absorbancia con el par
465-510 nm, a saber la flavina de la NADH-deshidrogenasa,
Fe no heminico, y según estudios recientes de Chance y
col. una segunda flavoproteína que actuaria comointer
mediario de electrOnes entre la NADH-deshidrogenasay
portadores de potencial más positivo. Por último, en
presencia de succinato, la flavina de la succinato des
hidrogenasa también contribuye a las variaciones de
absorbancia.

¿n este capítulo se expondrán, en primer término
los efectos del estilbestrol sobre la óxido-reducción
de b. En segundo lugar se consideran observaciones
sobre la óxido-reducción de las flavinas.
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Resultados

Efecto del estilbestrol sobre la cinética de oxido
reducción del citocrqgg_g. La adición de NADH300;HM
produce un estado estacionario de oxidación. El nivel de
reducción de y se ajusta al mismoy permanece constante
durante unos minutos. En esas condiciones, la adición de
Stil 241flfl, modifica ese nivel en el sentido de la oxi
dación (Fig. IV-l, exp. A).

STIL

(7o) ___“¿
NADH z

Í

z} A (40)
E
3 430-410nm
= Cit b
CD

DJ

o: 1!

[AA=0002
NADH B (18)

STIL
1min

Fig. IV-l.- Variación del estado estacionario de oxido-reducción
de cit. b por Stil. Efecto de agregado previo al
sustrato.

NADH-oxidasa 0.2 mg/ml; fosfato 0.1 M, pH 7.4; NADH0.3 mm; Stil
24 um. Vol. final 2.5 m1. Las cifras indican 1a concentración (nM)
de cit. g reducido.

En el mismosistema aeróbico, la adición de Stil antes
que el NADHdetermina un nivel de reducción de p relati
vamente más bajo, desde el principio (Fig. IV-l, exp. B).
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En presencia de cianuro (mM), se obtienen pulsos de

reducción de y con concentraciones más bajas de NADH
(3o;nu), como-se observa
bién en esas condiciones

STIL

NADH

REDUCCION

en la Fig. IV-2, exp. B. Tam
l d‘ 'ó d t' et d 1
a a 101 n esészuilsfinnar a a

cit b

NADH

A

B

AA=ODO43
1nfln

P13. IV-2.p Acción de St11 sobre reducción do cit- b ¡or NADH.
NADH-oxidaaa1.4 la/hl, cianuro 1.0 II. NADH30 ul; Stll 18 ul:
fourato 0.1 I, pH7.4;
Vol final 2.5 m1.

reducción y reoxidación
Tabla IV-l muestra el ef

eit. b 0.5 unol/ g prat. (ditionito).

de g (Fig. IV-2, exp. A). La
ecto de distintas concentracio

nes de cianuro y NADHsobre los pulsos de reducción de Q.
De la misma resulta que

más arriba (cianuro mM;
verificación del efecto

Tabla IV-1. Influencia

ro y NADH a

A 562-575 nm prot 1.9 m

las concentraciones mencionadas

NADH30 pm) son óptimas para la
de Stil.

de las concentraciones relativas de] cianu
obre la curva de red-reox del cit. b.

g/ml. Vol. final 2.5 m1; cítocromo b, 0.h7

uMoles¡g; fosfato 0.1 MpH 7.".

Sustrato Adiciones Nive] dï reducciónmm C uM
(HM? (2:) Inicial 30 seg 2 mln

a) 0.5 0.18 0.09 0.05
1 0.28 0.}8 0.]L

15 2 0.22 0.03 0.8}

50 2 0.32 0.36 0.3C

tu 2 0.36 0.L 0.HQ

JC _>' 0.52 0.39.
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La prolongación de los pulsos de reducción de b por
acción de Stil es proporcional a la concentración del
inhibidor comolo muestra la Tabla IV-2, sea que la
reducción de b se mida sobre la bandaaL(par 562-575 nm)

TabIa IV-2. Efecto de 1a concentración de sti] sobre la duración
de JOS ciclos oxidoreducción del cit b por NADH

Prot. 1.6 mg/m] (A); 0.2 mg/m] (B); NADH30 uM, cianuro mMvol.

final: 2.5 mi. Fosrato 0.1 Mnn 7.u. Absorbancia medida a 562

575 (A) o u30_u10 (B).

Tiemoo para Exp.
máx red

(seg) EXD.

Valores relativos
para la duración

del cielo

A

B

Control su1 mx)
L7 TS 15

30 55 75

22 35 50

3 5 7

ó la banda ae Soret (par 430-410 nm). También hay propor
cionalidad entre la concentrafiión de Stil y la inhibición
de la reducción de b como lo muestra la Fig. IV-3. El 50 %
de inhbición se obtiene con 2¡nMStil.

l l l l I l I

9 +a; ‘80
¡:12 105 _ “3
233 ?
u 9 'GOV
c::: :z
z" 70- " °
CIE! "
z; x - 40 E;
SÉ Eo z
E: E 35 A T "
arg -20

I

4 8 12 16

STIL(nM)

ha. IV-J.- “sión inhibgdon ds su; oobn ¡g “ducción a. ou, b¡
¡Ani-onda... 1.6 ¡diu fosfato 0.1 I. fl 7.4| 01mm 1.0 fl. IAE
30 nl. encanta-“16a d. 8‘11 indicada en 1a chnel-a. Vol. nm 2.5 ¡1.
61:. 2 (“timing yu- 430-410un): 0.64 III. IÁM. A. “Iceland! db
"duccióndo01‘. y 3. chow ¡mudar a. atu.
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Especificidgd del efecto deÍStil. Inhibiciones simila
res a las descriptas más arriba se obtienen con hexestrol
y estilbestrol monometileter. Por el contrario los dime
til éteres de estilbestrol y hexestrol son completamente
inactivos (Tabla IV-3). La especificidad de los análogos

Tabla IV-j. Efecto de stn y análogos sobre la. reducción de cit. b
por NADH. 

1.6 (A) y 1.11 (B) mg/ml de NADlLoxidaea en fosfato 0.1 M, pH 7L“.
CNK, 1.5 mM.Vol. total, 2.5 m1. Cit. b reducido con NADH(30 un):
0.23 (A) y 0.36 (B) un. En el exp. B 13 absorbancia de E se midió
¡430-410 nm.

Adiciones (uM) Exp. A Exp. B
Velocidad Inhibición Velocidad Inhibición
de reducción de la re- de reducción de 1a re:

de 1_) ducción de de E ducgión de

(Egg-lv 1°3 (a!) (¿J-21“ 1°} (96)
Ninguna 100 _- 110 -
Stil (9.0) 25 75 37 66
Stil (18) 13 87 2o 82
Stil (36) 8 92 7 95
Stil-DME (18) 100 0 110 O

St11-DHE (36) 100 o 110 o
Stil-MME (18) --- -_ 75 32
Hex (9.0) 50 50 --- _..
Hex (18) 25 75 50 “5
Hex (36) 8 92 ' 37 66

Hex-DHE (36) 100 o 110 o

respecto a la reducción del citocromo b es similar a la
del sistema completo (NADH-oxidasa).

Comparacióndel efecto de Stil sobre la reducción
del citocromo b por NADH,succingto y menadiol; En la
cadena respiratoria intacta además del NADH,el citocro
mo b puede ser reducido por succinato y menadiol. La
reducción por succinato es catalizada por 1a deshidro
genasa correspondiente y ubiquinona mientras que la
reducción de b por menadiol es no-enzimática. Es cono
cida la rápida oxidación del menadiol por preparaciones
tipo Keilin y Hartree insensible al Amytal, sensible al
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cianuro y la antimicina A (l). La reducción del citocro
moy por menadiol no es afectada por la antimicina A (2)
lo que concuerda con el mecanismo no-enzimático aludido
más arriba.

La Figura IV-4 muestra un conjunto de observaciones

Ï562-1575¿
¿o Éci’tv :b

NADH ,’ 'NAÜ

‘finL

\

i

RÉDUÉCION

I

_i__}..;..:__. A i I 4 ¡l

'Fig“ IV-4.- Acción de 81:11sobre reducción de cit. b por NADH,succinato l
nonadiol.

NADIE-ondas, 1.4 ¡ng/nl, cianuro 1.0 ml; Stil 18 ul; ¡“DE 30 ul. auccinato
0.2 fl; nonadiol 10 ul fosfato 0.1 I, pH7.4. V01. final 2.5 Ill; cit. b
0.5 noi/g prot. (ditionito). Las cifras indican velocidades promedio
( moles/seg x 103).
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con los tres sustratos. En primer término llama la aten
ción la lentitud de la reducción con succinato (expts. C
y D) cuya curva toma la forma de una seudo-reacción de

primer orden. Con menadiol la reducción es aparentemente
muy rápida.

A pesar de la diferencia anotada, Stil no afecta la
reducción de b por succinato ó menadiol (Fig° IV-4;
expts. C y F), en oposición a la inhibición con NADH

(expts. A y B). Más aún, la reducción de b por menadiol
es aparentemente acelerada por Stil (Fig. IV-4; expts. E
y F).

Acción de Stil sobre la reducción del citocromg_g.
Los tres sustratos citados en la acción anterior se

emplearon para reducir a g. El NADHy el succinato actúan
a través de las flavoproteinas respectivas mientras que
la reducción de g por menadiol, sensible a la antimici
na A, involucra inicialmente el citocromo b comose dijo
más arriba. Si se comparanlos registros de la Figu
ra IV-5 con los de la Figura IV-4 se puede observar el
sincronismo y la analogía en las formas de las curvas
de reducción para los citocromos b y c con los tres sus
tratos mencionados, a saber NADH,succinato y menadiol.
La reducción de c por succinato es también lehta lo que
concuerda con la participación de b comointermediario
en la reducción de g (Slater y Coolpa-Boonstra) (3).
Sin embargo, atento a las condiciones experimentales
dadas, las velocidades de reducción de g deben tomarse
en forma relativa, a los efectos de verificar la acción
del inhibidor.



“NÁDH i'm vw'vhw‘áu . A"”"55?"540;í' I, Mitsucw,__ Clt c 5
g (0.60) 5 3

m5“ É i --“ "> -* "[’ mah 1 Í
___¡ .___¿ /g T: MEN__;____.__

, . 1, c É _ E
___ r.._.-.___ A _.. . i.‘“_ .- - ._. \ 1

r 1 í

_ _____ .
53 s ‘ a E'U "* AA=0.002----€*----—*"w m"
; a. É -" ¡a _ -______á

"c: ‘ g 3° Ï Í - I
Lu ! ' í Í ; 2

- a: r— ‘ SUC ¿am-«asm_m«mwum-MENH¡«—»w»w7
._ ïd(asohi_ D. _ _H_ , 2 g . 5 . s

' x \ ; " '
’“'STK z ‘ Ü”"_ ' í '

"¿B SHL -- ___Ï

A-‘r}—--—w—w{ -- — 1mín ——

Mg. IV-5.- Acción de Stil sobre reducción de cit. c por NADH,succinato X
EEEEHE

IADH-oxidasa1.4 mdml, cianuro 1.0 ml, 30 ul. succinato 0.2 fl, nenadiol
10 un; Stil 18 ul; fosfato 0.1 l, pH7.4. Vol. final 2.5 nl; cit. o 0.7 ul
(ditionito). Lu cifras indican la concentración(ul) de cit. c reducido.

La Figura IV-S muestra que Stil inhibe la reducción

de g con NADHcomo sustrato (expts. A y B). En cambio,

no modifica la reducción de g con succinato y menadiol.
Los experimentos con menadiol corroboran la inactividad
de Stil, en la concentración empleada, sobre el sector
2-2 de la cadena de transporte de electrones.
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Experimento en presencia de ascorbato.Chance (4)
introdujo el ascorbato para eliminar la contribución
de otros citocromos a la espectroscopia del citocromo g,
pues este es el único que resiste la acción reductora
del ascorbato. La validez de la proposición de Chance
es confirmada por la Figura IV-6, que muestra la re
ducción total de g endógeno por el ascorbato en presen
cia de cianuro.

1..e Lynx; ,i .
562-57Snm

Cit b (0.9)

550-540nm
Cit c

'REDUCCIKON'

..;7-_Ï__fl

_ IAA=0.002_

sinF15. IV-6.- "-‘““‘ “" por
NADH-oxidaaa2.4 will; ueorbato 10 nl, cianuro 1.6 nl; fosfato
0.1 I, pH7.4. Vol. final 2.5 ml. Las cifras indican concentración
(ul) de cit. c reducido.
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La Figura IV-7 muestra que la presencia de ascorbato
modifica la cinética de los pulsos de reducción de g
por el NADH.La reoxidación de Q se hace más lenta.
Además, 1a preincubación del sistema enzimático con
ascorbato permite una reducción inicial más extensa

de g, para las concentraciones utilizadas de NADHy
cianuro. Los valores correspondientes se expresan en
la Tabla IV-4.

Tabla (IV-4). Acción de ascorbato sobre la curva de red-reox

del citocromo b en presencia de cianuro.

Prot.: 1.7 mg/ml CNK: 1 mM, ascorbato 10 mM, NADH30 uM, Vol.

final, 2.5 m1 fosfato 0.1 MpH 7.4. Absorbancia medida a 562
575 nm.

Agregados Nivel de reducción
un

Inst 30 seg 2 min

Control 0.22 0.06 0.03

Ascorbato 0.22 0.27 0.32

Ascorbato 0.32 O.h 0.h
(preincubado 6 min.)

Reducción gg:b por NADHengpresencia de Stil. Efecto
del ascorbato. En presencia de ascorbato la curva de
reducción del citocromo b es más intensa y prácticamente
no hay reoxidación (Figura IV-7; experimentos A y C) a
causa de la mayor anaerobiosis del sistema.

En este sistema el efecto de Stil: se magnifica
(Figura IV-7; experimentos C y D).

La Tabla IV-5 expresa cuantitativamente estos resul
tados.
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Pis. IV-7.- Efecto de Stil sobre 1a reducción dc cit. b gor RADH.
Influencia del ancorbato.

RADH-oxidaaa.2.4 ng/hl; fosfato 0.1 l, pH 7.4; cianuro 2.0 nl.
Donde ae indica, NADH30 ul; aacorbato 10 nl; Btil 18 ul. Vol.
final 2.5 nl. Cit. g 0.75 ul (ditionito). Las cifras entre parén
toaia indican 1a concentración (ul) de cit. g reducido.
Fig.IV- 7 a 12 , par 562-575 nm.

Tabla IV-5. Velocidad de reducción de citocromo b por NADH.
Efecto de Stil en presencia de ascorbato.

Vol. final 2.5 ml. NADH30 un, ascorbato 10 mMStil 18 uM

cianuro 2 mM;fosfato 0.1 MpH 7.a.

Agregados Velocidad de reducción
del citocromo b

(uN/seg)
NADH 0.05

NADH+ Stil 0.008

NADH+ Aacorbato 0.065

NADH+ Ascorbato + sTn 0.002
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Efecto QÉÍStil sobre la reducción de b por NADHy
succinato. En presencia de ascorbato, Stil tampoco
afecta la reducción de g por succinato (Figura IV-8;
expts. A y B). Por otra parte, el exp. C muestra que la
presencia de Stil no altera la reducción de g por succi

SUC

(065)

mw
(055)

, ax

J l BHL ,

lrn' mn)
v NW q

5
(ms) B

m“) S

c “2’

sw E

S'I'llLí

¡y AAOOOASIIL: i_.
‘I MIN

ng. 17-8.- dnooiónde oit. b r ' ooinnt on rosana. de su ..
¡Am-ondas, 2.8 13/111;fosfato 0.1 I, pH7.4; ueorbato 10 fl;
01mm 2.0 fl; donden indica, nm 60ul y meeimto 0.2 fi.
Oit. 2 (dificulta): 1.1 ul. Las cin-u entre paréntesis significan
nivel (ul) de 2 reducido.

nato cuando este último se agrega antes que el NADH.
En estas condiciones, ambossustratos producen indepen
dientemente el mismo nivel de reducción de g.

¿ngigpión por antimicina A del efecto d345t11 sobre
la reducción de b. La antimicina A inhibe la cadena de

transporte de electrones entre los citocromos Q y g (5).
En nuestros registros se observa un marcado aumento de

la reducción de g por NADHcuando se opera en presencia
de antimicina A + cianuro, respecto al testigo sin anti
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micina A. Estos efectos repiten observaciones anteriores
de Chance (4). En esas condiciones, la presencia de Stil
no modifica la reducción de g por NADH(Tabla IV-6).

Tabla IV-6. Efecto de Antimicina A sobre reducción del cito
cromob, en presencia y ausencia de Stil.

Prot.: 1.6 mg/ml, NADH30 uM, CNR: mM. Citocromo E 0.7 uM;

Stil: 15 uM; AA: 0.6 ug/mg proteína; fosfato 0.1 MpH 7.4.

Absorbencia medida a 562-575 nm.

Agregados Nivel de reducción
WM)

Inet 30 seg 2 min.

Control 0.23 0.11 --
Stil 0.09 0.12 --
A.A. O.h6 o.u6 0.h6

AA+ Stil 0.ü6 0.h6 0.h6

Un efecto similar ocurre cuando Stil se añade a la

preparación en presencia de antimicina A + cianuro
(Figura IV-9; expts. A y B). En esas condiciones no hay
efecto de Stil, en Oposición a lo que ocurre con el tes
tigo sin antimicina A.

WWW}

nl-"-9"Wim
lun-ona... 2.4 ng/¡lu tool-to 0.1 I. ¡fl 7.5: 01mm 1.6 i. Donde
o. un“. neon-bno10m ¡lu-101:. A(u). 0.4 ¡Ig/ngproteins
nm 30i y It“. 13i. en. 3 (dificulta)!0.75ü. I- Girl
entra paint-da alcancen un]. (nl) deg “dueno.
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El ascorbato cotrarresta la acción de la antimicina A
y el efecto de Stil se restablece (Figura IV-9; exp. C).
Comose observa en la Figura IV-9; exp. D, la velocidad
de reducción de b y el nivel de reducción recuerdan los
de la Figura IV-7 y Tabla IV-S, en ausencia de antimi
cina A. El efecto del ascorbato resulta inesperado, pues
ambassustancias debieran actuar sinórgicamente reduciendo
un eventual escape de electrones hacia el oxígeno a nivel
del citocromo b, a saber, la antimicina A por inhibición
de la cadena, y el ascorbato por competencia frente al
citocromo g, y en última instancia al oxigeno.

Oxidación de b por fumarato en presencia de Stil.
Los registros de las Figuras IV-l y IV-2 muestran que

Stil, inhibe la reducción de b, por NADH,y al mismo
tiempo retardan la reoxidación de b reducido, en los
pulsos de oxido-reducción de b. Por otra parte, en con
diciones en las que se magnifica el efecto de Stil sobre
la feducción de b, comoes la presencia dc ascorbato, la
adición de Stil desplaza a b hacia un mayor nivel de
oxidación (Figura IV-lO). A fin de establecer si esas
variaciones de b se deben a una reacción directa con
Stil ó a un bloqueo del flujo de electrones en otros
sitios de la cadena, se realizaron los experimentos
siguientes. En primer lugar, el Stil no interfiere con
la oxidación de b reducido por fumarato. Esta reacción,
muyrápida está representada según Chance (6) por la
ecuación

\
Fumarato + 2 b2+ + 2 H+ Succinato + 2 b3+<__.__ ...
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1 min

Hg. 17-10. Efecto dc Still cobro 011:. b reducido mr IADH.
MDE-ondas. 1.7 Ig/Il; cianuro 2 fl; uccrbnto 10 fl; ¡ADE2-5,ul¡
821125)“, cit. g 0.35 moles/g prct. (ditionito); fosfato 0.1|,
pH7.4. Vol. final 3 nl. Las cin-u indican conuntración (ul) dc
cn. g reducido.

La reacción es catalizada por 1a succinato deshidro
genasa. El experimento se realiza comolo muestra la
Figura IV-ll. El citocromo p se reduce con NADH;alcan
zado el estado estacionario, se agrega fumarato que oxida
parcialmente a p comoconsecuencia del creciente equili
brio Ïfumaratog/Ïsuccinatoj. Si 1a adición de fumarato
se efectúa en presencia de Stil, no se encuentran dife
rencias respecto a1 testigo, Los porcentajes de reducción
se presentan en la Tabla IV-7.
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ria. IV-n.- Recaudaciónde oit. b en ¡renuncia de s'til z hau-sto.
IADH-OIidaan,2.8 ng/hl; fosfato 0.1 I, pH7.4; cianuro 1.0 II;
nscorbnto 10 II. Dondeno indica ¡ADE30 nl; Stil 18 ul y funnrato
(ondaadición), 1 II. Cit. B (ditionito): 1.1 ul. Las cifras entre
paréntesis indican ln concentración (ul) di cit. 3 reducido.

Tabla IV-7. Efecto de Stil y fumarato sobre 1a oxidación de
cit. b reducido.

Condiciones experimentales comoen la Fig.IVú1Tiempo de in
cubación con adición: 1 min.

Expt. Adiciones Concentración Reoxida
de cit. b cion de
reducido_ cit. b

(un) (fl) ‘

A Ninguna 0.50 0

B Estilbestrol 18 uM 0.38 2h

C Fumarato 1 mH 0.37 26

D Estilbestrol 18 uM+mmarato lnfl 0.26 h8(n+c=50)

En contraste con los resultados descriptos más

arriba están los obtenidos con la quinona Q2comooxi
dante (Figura IV-12 y Tabla IV-8). Q2 aumenta el nivel
de oxidación de g y esta oxidación aparente es inhibida
por Stil, en cuanto a la suma de la oxidación alcanzada

en presencia de Stil ó Q2, respectivamente. Asi, la adi
ción de Q2 aparentemente oxida y (reducido) en 77 %; una
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segunda adición de Q2 oxida a g 85 7° (Figura IV-12; exp. A).

En el exp. C, la adición simultánea de Stil y Q2alcanza
un nivel menor al correspondiente a Q2 sola, Si se agrega
primero Stil y luego Q2 el efecto de esta última también
disminuye frente al control (Figura IV-l2; exp; D). La
Tabla IV-8 muestra las variaciones porcentuales del nivel
de oxidación de g en las condiciones descriptas.
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¡g (0062)....'

ng. 17-12.- ondsoión ds sit. h on rsssnois d ti .
¡Am-ondus. 1.8 ¡dun resisto 0.1 I. pl 1.4; cianuro1 i y ¡scor
blto 10 i. Dondeso indios, nm 30 nl: 8111 13 ¡II y 00%(02), 12 nl.
un; (ditionito) 0.6 ul. Loscirrus entre psnintssis signi’ioan
nivel (ul) ds g reducido.

Tabla IV-B. Efecto de Stil y CoQ2sobre la oxidación ds cit. b
reducido.

Condiciones experimentales como en la Pig.IV-12T1empode incubs

ción con adición: 1 min.

Expt. Adiciones Rsoxidsción decit. b
(S)

Ninguna 0

A 1) son? 12 un TI

2) CoQ2 12 un 85

B 1) scn 18 uH ha

c 1) sul 18 un + C002 12 un 72(A¡+s¡- 121)

2) 6002 12 uH 76

D 1) 5:11 18 un “5

2) eco? 12 un 66(A¡+31- 121)

3) GQ? 12 uH 77
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Titulación del efecto dÉÍStil sobre la reoxidggign
dg_g¿ A medida que aumenta la concentración de Stil se
verifica un aumento en la velocidad de reoxidación de g
(Figura IV-l3). Los valores correspondientes se toman
por la velocidad inicial de la reoxidación, a partir del

STIL(n moles/mg prat)
10 20 30 40

I l | 'I

¿A10' —
moo;Io - 03m\

c: 3
CJ'B 5- 'o-E—:Uv

l l il
20 40 60

SHL(flM)

na. IV-l3.» titulación del erecto de gti“ oobg nit- b reducido
I .

¡ADE-onda... 1.8 ndnl; ¡un! 37.5 ul; cianuro Il nit. b naucido
(sustrato) 0.3 ul (ditionito) 0.4 mol/g prof. fosfato 0.1 I,
fl 1.4. V01.final 3 ¡1.

momentode adición.de Stil. Si el medio tiene ascorbato,
las velocidades iniciales aumentan en concordancia con
el efecto del ascorbato sobre el efecto primario de Stil
ó sea la disminución del flujo de electrones entre NADH

y 33(Figura Iv-7 y Tabla IV-5).
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ng. IV-14.- Tihnnción de la romddnmón * de b por Stil en.¡.A‘n y nun-ncín de
Iguala; condiciones que en la Figura IV-l}. A “corbata 10 II O sin
“corbata.

Efecto de la antimicigg A sobre la reoxidación de b
por el estilbestrol. Es bien conocido (4) el aumento en
la extensión y velocidad de reducción de E cuando se
agrega antimicina A al sistema. En la Figura IV-l5-se
muestra un registro tipico de la secuencia del despla
zamiento.

Primero se reduce a g por agregado de NADH.Cuando
se alcanza el nivel máximode reducción, se agrega Stil,
que lo desplaza en el sentido de la oxidación; final
mente, la adición de antimicina A produce una nueva
reducción, muylenta que lo lleva prácticamente al pri
mer nivel de reducción. Este proceso muestra que anti
micina A es capaz de aumentar la velocidad de reducción

76



¡.Nhl.

áeoucCÏON

VI..4_IHJ“

77

562 -575 .
cut b

Hg. IV-15.- Efecto de antinicine Asobre la aguante “oxidación de b
por Stil.

¡Am-endesa 1.9 ¡lg/ll; ¡“DE3.7.5ul; Stil 75 ul; cianuro 2 nl; enti
nicine A (LA) 0.15 ¡Ig/ng prat; fosfato 0.1 l, pH7.4. Vol. final 3 nl.
Lu citres'repreeenten niveles (ul) de reducciónde eit. g.

de g oxidado, que prevalece entonces sobre la lenta reo
xidación producida por Stil;

Con succinato comosustrato Stil no afecta el nivel
de óxido-reducción de E, comoera previsible (Figura IVÉlS;
exp. A). En las condiciones desoriptas la adición de Stil
no oxida a Q reducido por succinat0¡ El agregado de anti
micina A aumenta el nivel de reducción de y que no se
modifica posteriormente por adición de Stil (exp. B).

Acción de Stil sobre citocromo c reducido por NADH.
En contraposición a los resultados obtenidos respecto al
citooromo b, la adición de Stil no afecta el nivel de

reducción de g (g + gi) por NADH(Figura IV417).
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ria. IV-16.- Efecto de stil sobre b reducido nor anoc. ria. IV-i7.- Efecto de 81:11sobre nit.. o
z por ¡“DE en ¡tenencia de g. reducido gor IADB.

A) ¡“DH-endesa, 1.8 ¡lg/nl: cianuro nl; ucorbato 10 II; NADH-oxidaaa,1.9 ng/ml; IMDB25 ul;
succinato 0.2 ml; Stil 18 ul. B) igual anterior exp. A; cianuro nl; oit. o reducido 0.9 ul
¡ADE37.5 ul. LA0.16 ug/lg prat; 81:1175 ul; fosfato (ditionito); stil 75 ul; fosfato 0.1 l,
0.1 I, pH7.4. Lu cifran indican concentración (nl) pH7.4. Vol. final 3 nl. Las cifran
de cit. g reducido. Vol. final 3 nl. Cit. g reducido indican concentración (un) de cit. g
un 0.7 (ditionito). reducido.

Las condiciones experimentales son idénticas en ambos
casos, lo que excluye agarentemente la participación de
g en la reoxidación de g.

Efecto de Stil sobre la reducción de flaVOproteínag

(absorbancia a 465-510 ng) Para investigar el efecto de
Stil sobre la HADHflavoproteína se determinaron las va
riaciones de absorbancia con el par 465-510 nm. Es impor
tante recordar que en la misma zona absorbe la deshidro
genasa succínica. La acción de Stil se ensayó en dos vc
Condiciones diferentes, primero con cadena abierta y
luego, con cadena parcialmente inhibida. En el primer
caso la reducción de la flavoproteína por NADHes muy
rápida y variaciones eventuales de la reducción quedan
indeterminadas, por las condiciones experimentales da
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das. En cambio, la reoxidación de la flav0proteina es
retardada por la adición de Stil (Figura IV—18).En la
Tabla IV-9 se dan datos del tiempo necesario para la
reoxidación del 50 %de la flavoproteina reducida ini

1m I I r I I I I Í

INHIBICIONDELAREOX|DAC|0N
l l l L l l l l

4 8 12 16

ESTILBESTROL CPM)

113. 11-18.- Efecto do Stil ¡abro la oxidación aoróbion do la flama?
grotoína reducida.

¡ADE-endesa. 1.4 ¡ng/nl; fosfato 0.1 I. pH7.4. Vol. final 2.5 ¡1.
ip, tlavopro1aína (pan 465-510 nn radncidn con ¡ADE0.3 Il).

cialmente por NADH.Estoa valores coinciden con observa
ciones de Varriochio y Sanadi (1-40).

Tabla IV-9. Efecto de st11 sobre 1a oxidación aeróbica de la
flavoproteina reducida.

1.H mg/ml de NADH-ox1dasaen fosfato 0.1 M, pH 7.h. Vol. to

tal, 2.5 m1. FP, flavoproteina (par MGS-510nm; reducida con
NADH0.3 nl): 0.46 un (1.15 nmolea).

st11 (un) Tiempo de Inhibición
rooxidación de reoxidación

mas FP 2;)“
0 100 -

1.8 135 26

“.5 195 R9

9.0 300 67

18 360 72
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Con el sistema parcialmente inhibido a nivel de la
citocromo oxidasa (Figura IV-l9) es factible una discri
minación más precisa del efecto de Stil sobre los compo—
nentes flavoproteicos. La Figura IVul9 muestra que la
adición de NADHdetermina una reducción inicialmente

rápida que se estabiliza en un nivel estacionario. En
esas condiciones, la adición de Stil (25_uM)produce

ÏNÁÜHÏr _m, _
¿wars AA:

l!

u | 7, Y I Ï“

L_w le NADH =465- 51o;
a004o, FLAVDPROIr

'REDUCtIOÑ"

4 ‘

Rig“ IV-19.- Efecto de Stil sobre la flavoproteina {En}reducidh por
HARE.

NADH-oxidasa, 1.8 Ing/nl; 1mm 25 ul; cianuro 3 nl; 31:11 25 ul; sumo,
0.6 nl..rlavoproteína reducida2.8 ul (ditionito); fosfato 0.1 l,
pH7.4i Vol. final 3 ml. Las cifras indican nivel (nl) de reducción.

una ligera aunque significativa oxidación, que sugiere
la presencia de un componente oxidable, situado del
lado del oxigenorespecto al sitio sensible a Stil.
En esas condiciones, la adición de succinato reduce
por una parte al componente indicado y por otra, a la
deshidrogenasa succinica comolo demuestran los res
pectivos controles.
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Experimentos similares se han realizado en presencia
de ascorbato (Figura IV-20). Con ascorbato la extensión

NADH 5m NADH

465 - 510
FLAVÜPROT

¡Z
C3

LJ
LJ
:3
CJ
l-lJ
CZ

1min

Fig.IV-20.- Efecto de Stil sobre la reducción a 465-510 nmen presencia X
ausencia de ascorbato.

NADH-oxidasa 1.8 mg/ml; NADH25 uM succinato 0.6 mM; cianuro 2 mM; ascorbato

10 mM;Stil 25 uM;(ditionito) 3.2 uM; fosfato 0.1 M, pH 7.4. Vol. final 3 m1.

Las cifras significan nivel de reducción (uM).

de la reducción causada por la adición de NADHse reduce
significativamente (40 %, en experimentos A y B). Por
otra parte, el efecto de Stil se maggifica pues alcanza
un valor de 50 % de la reducción inicial (expts. C y D)
mientras que en ausencia de ascorbato fué de lO % (Fi
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gura Iv-20). En la Figura IV-20, la adición de succinato
completa la reducción de la flavoproteína hasta el nivel de
los testigos correspondientes (expts. A y B). Es oportuno
destacar que en ausencia de ascorbato el agregado previo
del Stil determina una velocidad bifásíca para la reducción
de la flavoproteina, que disminuye notoriamente después de
alcanzar el 60 % de reducción (exp. C) mientras que en au
sencia de Stil (exp. A) la veloCidad de reducción es apa
rentemente instantánea.

215.934.9222

Los resultados descriptos en la Figura IV-l y 2 mues
tran que Stil inhibe la reducción del citocromo b por NADH
comosustrato. Este efecto es preporcional a la concentra
ción del inhibidor en la relación que se observa en la
Figura IV-3. Ademáslos análogos del estilbestrol, hexes
trol y en menor proporción Stil-MME, producen efectos si
milares (Tabla IV-3). En cambio los dimetil éteres, tanto
de Stil comode hexestrol, son completamente inactivos.
Es importante señalar, que la respuesta de la NADHoxidasa
y del sector NADH-ba los estilbenos ensayados, concuerda
con la actividad fisiológica de los mismos, ya que los de
rivados dialquilados de los estrógenos sintéticos, son fi
siológicamente inactivos.(7)

Por otra parte, Stil y análogos actúan con la misma
especificidad sobre la respiración mitocondrial, sobre la
NADH-oxidasa y sobre el sector NnDH—b.Concuerda además el
orden de la concentración para un 50 fi de inhibición, con
el sistema completo, de donde la velocidad de reducción
del citocromo b, constituye un nuevo parámetro en el estu
dio de la inhibición. El uso de succinato y menadiol como
sustratos (Figura IV-4) demuestra en las condiciones ex
rimentales descriptas, en eSpecial de concentración, Stil
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y análogos no actúan sobre la cadena reapiratoria del lado
del oxigeno, respecto al citocromo b tal comose observa
en mitocondrias fosforilantes (I-40,51). En efecto, no se
observa acción de Stil sobre la reducción del citocromo g
por menadiol ni comsuccinato comosustrato.

Varios hechos coincidentes parecen demostrar que el
citocromo b, no es afectado directamente por los estróge
nos, sino a través de un sitio anterior en la cadena res«
piratoria. En efecto, a) el succinato es capaz de reducir
a b, en presencia de Stil hasta igual extensión que en
los testigos (Figura IV-8); b) el estilbestrol no altera
la reoxidación por fumarato de b reducido (Figura IV-ll
y Tabla IV-7). En esas condiciones el citocromo b parece
moverse libremente, en un equilibrio sumamentesensible
al flujo de electrones desde el NaDH,a pesar del bloqueo
por cianuro. Por otra parte, la adición de Stil determina
la reoxidación de b reducido por NADH,en presencia de
cianuro ó cianuro + ascorbato. Cualquiera sea el mecanis
mo de esta oxidación, ello permite concluir que en apa
rente Oposición a los experimentos descriptos en IV-l y
IV-2, Stil no afecta en forma directa la oxidación ni la
reducción de b.

Con la hipótesis enunciada concuerda el efecto de
Stil sobre los niveles de óxido-reducción de las flavo
proteínas de la cadena de transporte de electrones (Fi
guras IV-l9 y 20). En estado estacionario de reducción
de flavoproteinas, la adición de Sail produce una oxi
dación parcial, reversible por adición subsiguiente de
succinato. En relación a estas variaciones en el nivel
de óxido-reducción de las flavoproteinas es oportuno
mencionar que recientemente (8,9) se han descripto dos
flavoproteinas tranSportadoras de electrones en el si
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tio I. Unade ellas estaria situada del lado del sustrato

NADHy la otra del lado oxigeno, respecto al sitio sensi
ble a la rotenona. Los resultados presentados en las Fi
guras IV-l9 y IV-2Oindican una acción similar del estil
bestrol. Másadelante se volverá sobre la cuestión.

El desplazamiento en el sentido de la oxidación de b
(reducido por NADH)que muestran la Figura IV—12y la

Tabla IV-8 por agregado de Q2 al sistema, pueden también
interpretarse comodisminución en la velocidad de re
ducción de b con respecto a la oxidación y desplazamiento
del equilibrio a un nivel superior de oxidación. La qui
nona exógena toma electrones provenientes del NADHrápi
damente, probablemente a nivel de la segunda flavopro
teina postulada (8,9) y compite con la mayor eficacia
por el flujo de electrones hacia el b. Noescapan elec
trones hacia los citocromos ya que en otros experimentos
se vió que la antimicina A no es capaz de aumentar la

actividad ¿ADH-Q2reductasa. El estilbestrol por su
parte bloquea la llegada de electrones al citocromo b

(Figura IV-2,3). También inhibe la NADH-Q2reductasa CL-35)
de donde resultaría la aparente menor eficiencia de Q2
para oxidar a b en presencia de Stil.

Stil
H Fo w F0 . 1

NADH -Dl ——-———>‘D2 ______; bt ....c 02

Q2

El esquemapropuesto es dificilmente conciliable con

los siguientes hechos l) la pequeña reoxidación de FpD
obtenida por Stil en el sistema cerrado (Figura IV-l9)
en contraste con la reoxidación de b (Figura IV-lO) y



85

2) valores intermedios de oxidación aparente de p en pre

senoia de ambos Q2 y Stil, dada 1a conocida eficacia de Q2

para tomar electrones que llegaran hasta ese nivel (FpDZ).
Los hechos experimentales observados se explican mejor
si se supone que luego del sitio de inhibición por Stil,

llegan electrones al É y al resto de la cadena via FpDO,
en forma para lela ó sea el citocromo b ubicado fuera de
la cadena principal

stil ñ b

NADH———-Fp '—— FD ——— o ...c o.2D1 '32 1

Según criterios cinéticos se habia observado un compor
tamiento diferente del p en estas preparaciones con rela
ción a mitocondrias fosforilantes (lO-12) aunque parecería
depender de la concentración en el caso del NADH(3) y de

la presencia ó no de antimicina A (13). En este aspecto
(ubicación del citocromo b), este último esquemacoinci
diria con el de Storey para otro tipo de preparaciones
también no fosforilantes (14).

En resumen, las variaciones del nivel de óxido
reducción de p, por Stil se deberian a una inhibición
del flujo de electrones en un sistema cerrado de manera
incompleta, actuando Stil, del lado del sustrato de p
sin afectar a este último de manera directa. La hipótesis
concuerda con la supresión del efecto de Stil por antimi
cina A que cierra el flujo de electrones en el sistema
parcialmente abierto (Figura IV-lS). En cuanto al camino
de reoxidación de p los hechos siguientes inducen a pen
sar que no se produce a través de la cadena de transpor
te de electrones l) la insensibilidad del nivel de reduc
ción del citocromo c a la adición de Stil; 2) la efecti



86

vidad de Stil en presencia de ascorbato + cianuro que pre
sumiblemente aseguran una anaerobiosis extrema.

Una primera posibilidad, de antigua data es la hipó
tesis de la auto-oxidabilidad de b, propuesta por Kei
lin (15). Dicha hipótesis, no se comprobóposteriormente.
Cabe admitir sin embargo, una vía oxidante secundaria,
a la que pertenece E, paralela a la via principal, cia
nuro sensible, en coincidencia con recientes trabajos de
Nicholls (16), también en preparaciones no fosforilantes.
La segunda alternativa es un cambio en las prOpiedades
de b, revelado por una variación en su espectro de absor
ción. Esta variación no implicaría una oxidación y podria
cumplirse en un medio estrictamente anaeróbico. No se han
hecho determinaciones encaminadas a detectar posibles
desviaciones en las bandas del citocromo b por efecto de
Stil, lo cual deja abierta esta cuestión.

Se admite que la antimicna A actúa sobre la cadena
respiratoria entre los citocromos b y c (17,18). La mayor
reducción de b en presencia del antibiótico implica cam
bios en las propiedades fisicas de b, evidenciables por
el espectro de absorción (3).

Se ha postulado la existencia de dos formas de cito
cromo b. Una de ellas es reducible lentamente por sus
tratos y activable por la más rápida transferencia de
electrones que se produce en presencia de antimicina A.
Slater (3) sugiere que la antimicina A se combina con
ambas formas de b, aumentando su potencial de óxido
reducción y facilitando su reducción por los sustratos.
Pumphrey (19) acepta ambas posibilidades pues el efecto
del antibiótico seria distinto según el rango de concen
tración.
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Rieske (20,21) ha obtenido recientemente en el comple
jo III de cadenarespiratoria (III-ll) curvas de titula
ción potenciométrica que parecen determinar que el poten
cial de óxido-reducción de p depende fuertemente de la
presencia de antimicina A y del estado de oxidación del
sitio sensible al antibiótico. En presencia de antimi
cina A + ascorbato (el cual reduce preferentemente al
sitio sensible a antimicina A) se observó una baja sustan
cial del potencial de óxido-reducción del citocromo p.

Todoello hace tentadora la hipótesis de un eventual
efecto del Stil sobre la conformación de b, antagonista
del que produce antimicina A. Por el momentoparece impro
bable si se tiene en cuenta la ausencia de efecto de Stil

sobre b con succinato y fumarato comosustratos (Figuras
IV-ll y IV-16).

Más simple seria admitir que la demostrada acción de
antimicina A sobre el citocromo b, modificación de su po
tencial de óxido-reducción y consiguiente aumento en la
velocidad de su reducción, fuera lo que determinara las
variaciones del efecto de Stil sobre el citocromo en su
presencia. En apoyo de esta posibilidad se encontraría la
análoga respuesta cuando el inhbidor utilizado es la rote
nona (Figura VI-3).

En relación con las variaciones a 465-510nnm,se dijo
a1 iniciar el capitulo que ademásde la flavina corres
pondiente a la NADHdeshidrogenasa, varios componentes de
la cadena parecen contribuir a las mismas, tal es el caso
de Fe no heminico (22-24) además de la flavoproteina su
ccínica y otras en menor proporción. Se mencionó además
la postulación de dos flavoproteinas transportadoras de
electrones para el sitio I (8,9).
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La región NADHdeshidrogenasa es equivalente al com
plejo I de Hatefi (25). Este autor afirma la existencia
de tres constituyentes básicos a saber a) NADH-deshidro
genasa ferroflavoproteina (Fp), b) "Iron Sulfur" pro
teina (IP) que no contiene flavina y c) proteina estruc
tural. Propone un esquemadiferente para el transporte
de electrones en la región del sitio I (26,27). Los re
sultados espectroscópicos a 465-510 dan dos compOnentes
Fp del lado sustrato del bloqueo por rotenona e "IP"

del lado O2 del mismo.

Los resultados obtenidos en la Figura IV-2O experi
mento A y los valores de la Tabla IV-9 muestran una» u

reducción muy rápida por NADHa 465-510 y quedarían

indeterminadas pequeñas variaciones, en presencia de
Stil. El ascorbato elimina algunas contribuciones al
espectro y refuerza el efecto de Stil, resolviendo el
sector en dos especies redox una por debajo y otra por
encimadel sitio sensible al Stil, lo cual coincide con
los resultados para rotenona en cualquiera de los dos
esquemaspropuestos (8,9,27). El succinato en presencia
del inhibidor es capaz de llevar la absorbancia hasta
el valor de los controles lo que debe interpretarse
como que es capaz de reducir la segunda especie redox
del sector NADH-deshidrogenasa, además de la flavopro
teina succinica. Estos resultados estarian de acuerdo
con los obtenidos recientemente en este laboratorio
para mitocondrias fosforilantes (28).

Resúmen

l) El estilbestrol y hexestrol inhiben la transfe
rencia de electrones desde el NADHal citocromo b en la

cadena respiratoria en sistemas aeróbicos ó inhibidos
por cianuro.

2) Los derivados dimetilados del estilbestrol y el
hexestrol (fisiológicamente inactivos) no inhiben la
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transferencia de electrones.

3) La inhibición es selectiva para la cadena del NnDH
pues el sector succinato-citocromo b no es inhibida.

4) El estilbestrol no afecta la oxidación del cito
cromo b reducido por fumarato (a través de la succinato
deshidrogenasa) ó por oxigeno (via insensible al cianuro).

5) En presencia de antimicina A, la acción del estil
bestrol se anula, lo que concuerda con un cambio en las
prOpiedades del citocromo b producidas por la primera.

6) La quinona Q2 favorece la oxidación del citocro
mob reducido compitiendo con este último por el flujo
de electrones provenientes del NnDH.El Stil interfiere
dicho proceso probablemente por inhibición de la NADH
Q reductasa.

7) El ascorbato potencia significativamente el efecto
de Stil.

8) La reoxidación de b se hace en este tipo de prepa
raciones por una via diferente a la sensible al cianuro

(cl, c ..... 02) ya que g no se reoxida en las condicio
nes en que se observa significativa oxidación de b y en
segundo lugar ascorbato + estilbestrol producen una mayor
reoxidación de b a pesar de que el ascorbato presente

reduce desde el citocromo c hasta el O2.

9) La reoxidación de b resulta dependiente de la con
centración del estrógeno, en función de su efecto prima
rio: inhibición del flujo de electrones a un sitio ante
rior a b.

lO) El citocromo b parece no encontrarse en la cadena
principal en las preparaciones enzimáticas utilizadas.

ll) En sistema abierto no se observa modificación por
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Stil de la reducción de flavoproteina por NADH.La reoxi
dación se hace más lEnta a medida que aumenta la concen
tración del inhibidor.

12) En sistema cerrado se observa en presencia de Stil
una curva de reducción bifásica con NADHy un pequeño
pero significativo desplazamiento hacia la oxidación por
agregado de Stil a las flavoproteínas reducidas por NADH.

13) En presencia de ascorbato el estrógeno resuelve
al sector en dos componentes, uno del lado sustrato y

otro del lado O2respecto del sitio sensible al Stil.
El ascorbato produce por si disminución de absorbancia
a esta banda.

14) El succinato reduce hasta el valor de los contro
les en cada caso, presencia y ausencia de ascorbato.
Reduce entonces, además de la flavoproteína succinica al
segundo compcente redox del sector NADH-deshidrogenasa.
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CAPITULO V

Acción del estilbestrol y análogosJ sobre el sector
NADH-quinonade la cadena respiratoria

El sistema NADH-oxidasade miocardio, está consti
tuído por varias enzimasy transportadores distribuidos
en segmentos funcionales identificables mediante el
empleo de aceptores de electrones adecuados. Las qui
nonas sustituidas, análogos de la ubiquinona, oxidan
al NADHen presencia de la NADH-oxidasa, definiéndose
como NADH-quinonareductasa, la porción del sistema
enzimático que transfiere electrones desde el NADHa
la quinona (l).

A pesar de la cantidad de trabajos encaminados a
dilucidar el papel y la ubicación de la quinona endóge
na, no se ha resuelto definitivamente. Pareceria acla
rado que actúa entre flavoproteinas y citocromos (2).

Se acepta en general que la reducción de quinonas
(endógena ó exógena) es inhibida por Amytal (3) y
estilbestrol (4 y 5).

Tambiénla progesterona inhibe la reducción de la

ubiquinona endógena por NADH(6) ó por Q6 exógena (7).
El sitio principal de acción de los homólogos

exógenos quedaria ubicado en la región NADHflavo
proteina, sin conocerse su inmediato reductor. Podria

tratarse de Qlo endógena, la dual está presente a
altas concentraciones, en todas las preparaciones que
exhiben actividad de Q reductasa sensible a Amytal y
rotenona."En dicho caso a la quinona, transportador
de molécula chica se lo deberia considerar ligado
especificamente a un sector de la NADHdeshidrogena
sa" (l). El sitio más probable a la luz de trabajos

recientes por lo menos para Q2seria la segunda espe
cie redox en el sector NADHdeshidrogenasa (8).
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La acción del Stil sobre el sector NADH-quinonade la
cadena respiratoria, podria efectuarse a nivel de la qui
nona, dadas las analogías químicas entre ambos tipos de
compuestos, extensible a los homólogosy en cualquier
caso se dispondria de un nuevo segmento funcional para el

estudio que nos ocupa.

Resultados

Efecto de Stil y análogos sobre la actividad NADH

9,0 y Hajna-Q2 Ledgctagg de miocardio
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P13. V-1.- Efecto de 5:11 1 análogas sobre la actividad m3,. v-2.- ¡tacto do su} y análogos sabre 1.aantiv‘
NADHflznductga. ¡unn-gn redacta-n.

MADE-ondas.0.23 ¡dun Trio-sulfato 0.05 l, pHB; uuu-ondas, 0.23 lg/nl; Trio-sulfato 0.052l, pH8:
cianuro 1.0 nl: 02 0.05 ¡I Num 0.125“. A. Stil: cianuro 1.o nl; oo 0.05 ml nm! 0.125 ml. A, sen;
B. Hu: C. sul-IIS: D. Bel-IIS: E. sul-¡IL a. Hex;c, Stil-Ilks D. Hoz-IIS; 3. sul-ms.
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La NADH-quinonareductasa de miocardio resulta sensi

ble al Stil, cuando se utilizan las coenzimas QOy 02
comoaceptores de electrones (Figuras V-l y 2). Con 02
se observa un mayor efecto de Stil y análogos, obte
niéndose una inhibición del 90-100 %con 1a concentración

60 mM.Las concentraciones inhibidoras 50 fi (ISO) son
,uM:4.o (Stil), 7.5 (Hex) y 15 (Stil M.M.E.). Los dimetil

éteres de Stil y Hex no son activos. Con Qo (Figura V-2)
las inhibiciones son menores y no se alcanza un efecto

total. Los I50 obtenidos son QO(uM): 18 Stil, 15 (Hex)
y 3o para (Stil M.M.E.).

Con Qo, la máxima inhibición observada fué del 60 %.

Efecto de la concentración de Q, sobre la sensibilinÍ]

ggd al Stil de la NADH-Qreductasa
U
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El efecto del estrógeno sobre la NADH-Qoreductasa
depende también de la concentración de la quinona utili

zada. Si se aumenta la concentración de Q0 a 0.5 mM,la
sensibilidad al Stil disminuye. Se obtiene a concentra
ción 60/uMde Stil 65 % de inhibición a concentraciones
bajas de la quinona (0.05 mM)y 45 %a altas concentra
ciones (O.5 mM).Estos resultados concuerdan con la apa
rición de una nueva actividad de Q reductasa a altas con

centraciones de Q0, insensible al inhibidor.
Afin de establecer las caracteristicas cinéticas de

la inhibición, fué necesario determinar la naturaleza re
versible de la misma. Para inhibidores con fuerte afini
dad por la enzima correspondiente, la independencia de
la inhbición respecto a la concentración enzimática con
cuerda con una acción reversible (9).

Accióninhibidora de Still a diferentes concentra
ciones de NADH-oxidasa

Tabla V_1. Acción inhibidora de Stil a diferentes concentracio
nes de NADH-oxiaasa.

NADH-oxidasa suspendida en fosfato 0.10 M, pH 7.3. NADH,0.6
mM.Velocidad de oxidación medida a jho nm. Temp. 30°.

Stil NADH-oxidasa (mg/ml)
(uM) 0.ou 0.163 0.33 0.66

Actividad específica (umolea NADH/min/mg)
0.5} 0.56 0.5L» 0.5!;

Actividad relativa (fi)
0 100 100 100 100

0.15 68 68 61 61
0.75 49 50 51 51
1.5 3h 35 “0 “2
7-5 19 1h 17 19
15 1° 5 10 5

En estas condiciones experimentales, la disminución
de la actividad enzimática en presencia de Stil, es pro
porcional a la cantidad de enzima presente en el medio
de reacción y depende de la concentración del inhibidor.
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En los experimentos de las Figuras V-4 y 5 se utili
zaron muestra de concentración variable hasta 2 mg/ml.
Aunquela actividad del control para valores mayores de
1 mg/ml no son medibles con la concentración habitual
mente empleada de NADHy en estas condiciones experi
mentales, a medida que la velocidad de 1a reacción es
inhibida y el sustrato se hace utilizable, los valores
de actividad especifica caen dentro de los niveles es
perados para concentración del estrógeno.

En la Figura V-S se representa la actividad eSpe—
cifica, en función de la relación inhibidor/enzima y
se ve claramente que lo que determina en estas condi
ciones de medida el nivel de actividad es la concen
tración de til en la mezcla de reacción.
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Egyersión de la inhibición por dilución

Tabla V-2. Reversión del efecto de Stil por dilución.

Se preincuban muestras de 3 mg/ml durante 10 min con Stil se

gún se indica. Se toma alícuotas de 0.05 m1y se lleva al en

sayo corriente para NADHoxidasa (Dilución 1/60). Testigos sin
Stil con dioxano se tratan de la mismamanera.

stil Actividadespecifica
(uM) (W)

A 0 0.70

5 0.70

B o 0.65

15 0.65

C 0 0.65

30 0-53

Si se preincuba la NADH-oxidasacon Stil a concentra
ción de 3 mg/ml durante lO minutos y luego se llevan alik
cuotas al ensayo de actividad habitual, se observa en la
Tabla Vé2que los valores de actividad eSpecifica coinci
den con el control. En el ensayo durecto se probó la inhi
bición dando a esas concentraciones de estrógeno un 80
95 % de inhibición. Aunque no resulta medible en la mez

cla de incubación dicha inhibición, conocíamos el compor
tamiento del esteroide en las muestras del experimento
de Figuras V-4 y 5, a concentraciones del orden 2 mg/ñl.
Esto permite descartar una falta de acción del mismoa
esos valores de concentración de proteina. Aunqueresulta
evidente la reversión de la inhibición por dilución, no
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se descarta y se ha observado en otro tipo de experimen
tos en este laboratorio, una cierta dependencia de la
concentración de proteina con el grado de la inhibición
por Stil. Este fenómenopodria deberse a dificultad de
acceso del inhibidor en soluciones muyconcentradas, ó
disminución de la cantidad libre de inhibidor debido a
la alta concentración proteica.

Variación de la actividad NADH-Qreductasa, con la

concentración de la quinong

60 

1- 40
V

29'

¡[III '
,1 I'r Ia' llI I,I I,

-4 l n ¡'1 ' n l 1 1 l

-120 -eo -4oïïf0 4o ao 120 160 200
Km:0.36mH

Km 7.0.11" Km:0.062rnM
Km 0.03rnM

P13. V-6.- vainoiég de la mtividnd Ifi-Q ’ * con la comun
sgauajamgamy

Abad-a, rooíproon do la concentración db q fl. Ordenado, recíproca
de la Vin-1.0161:ds abaorbanoia cada 15 ug s 340 nl on presencia db
Q0, Q16 Q2, “sin no indios. Otra- oondioionn cono on ng. 7 y 9.

Si se mide la actividad NADH-quinonareductasa con

Q0, Q1y Q2 como aceptores de electrones a concentracio
nes variables de quinona y los resultados se expresan
por las recíprocas de las velocidades en función de las
recíprocas de la concentración de sustrato (Método de
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Lineweaver y Burk) (lO), se obtienen las curvas presen

tadas en la Figura V-6. Para Q1y Q2 se obtienen rectas,
cuya intersección con la abscisa da los Kmcorrespondien

tes: 30 (Q1) y 7 (Q2) MM. El Kmpara Q2 concuerda con el
hallado por SchatZ“ y Hacker para preparaciones submito
condriales fosforilantes de corazón de bovino (ll).

Si se observa en cambio la curva para Q0, esta resul
ta bifásica. La explicación para la aparición de dicha
inflexión, se encontraría en la existencia de dos sitios
de reacción con diferentes afinidades, para los homólogos
de ubiquinona.

En el caso de Q0, es posible observar el segundo
sitio dadas las caracteristicas de solubilidad de la
misma, que no dificultan su utilización a mayores concen
traciones. Efectivamente, la extrapolación de las rectas
correspondientes da dos valores aparentes de Km: 360 y
62 MM.

Efecto de Stil sobre el aparente Km
para NADH-Qnreductasa

C

El efecto del estilbestrol sobre la cinética de la

reducción de Q2, se muestra en la Figura V-7. Se utiliza
ron dos concentraciones diferentes de Stil. Las pendien
tes de las curvas B (3.75 uM) Stil y A (15 ,uM) Stil se
modifican, coincidiendo sobre la abscisa con el control A.
En otros términos el Stil actúa en forma no competitiva

respecto a Q2. El valor del Kmno se modifica y es en
todos los casos igual a 7 uM, ó sea igual a lo obtenido
en la Figura V-6.
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115. V-7.- Variación de 1a actividad ¡ADE92 raduotaaa con la aonang:
tración da gninona. Influencia de Stil.

IABH-oxidaaa. 0.23 ng/hl; Tria-aulfato 0.05 I, pH 8; CN! 1.0 nl; NADH
0.125 nl. Abaciaa, recíproca do la oonaantración da quinona (II).
Ordenada, recíproca de la variación da abaorbancia cada 15 aos a 340 nn.
A. stil 15 ul: B. Stil 3.75 ul: C. testigo.

Aunqueen este caso con la representación convencion

nal de Lineweaver y Burk resultaba una inhibición pura,
no competitiva, se graficaron los resultados en las cinco
formas posibles (18b) y se obtuvo siempre una represen
tación puramente no competitiva.

Se utilizaron además los métodos de Dixon y Hunter

y Downspara obtener los valores del Ki, resultando
respectivamente 5.4 y 4,uM y del tipo puramente no com
petitivo.
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ng. V-8.- Damn-ción mas dal L1.I6todo do Dixon.
Datos tornado- de lo. emm-onto. tipo P15. V-‘I. A) 02 1 ul B) Q2 20 ul
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Efecto de Stil sobre el Kmaparente
gara NADH-Qreductasa

U
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Km:62JI.H. Km:0.36mH.

1/[s](mM-1)
P13. V-9.- Variación de la actividad Hm-rieduotua con la concen

tración de guinona. Influencia de 81:11.
¡ADE-onda... 0.17 ldnl; Trio-sulfato 0.05 I, pH8; CII 1.0 fl; ¡“DE
0.125 fl. Abanico. recíproca de la concentración de quinona (fl).
Granada. recíproca do la variación da aboorbancia en 15 seg a 340 nl.
A, Stil 30 ul; B, 31:115 ul; C, testigo.
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Cuandose utiliza Q0comoaceptor de electrones, la
extrapolación de las rectas correspondientes a las bajas

concentraciones de Q0 convergen a un punto sobre la
abscisa (Figura V-9). El Kmpara estas pendientes, tam
poco es modificado por ninguna de las concentraciones
utilizadas del esteroide y la inhibición puede compararse

a la obtenida con Q2, cuya naturaleza.es no competitiva.
Para altas concentraciones de Q0hay una variación en la
pendiente de las rectas en forma tal que para las dos
concentraciones de estrógeno la recta se hace única y
converge al valor de l/V máx para el control, con aparen
te competencia a dicho sitio. Deberecordarse que a altas
concentraciones se hace cada vez mayor la contribución de

la actividad NADH-Qoreductasa (interacción directa con
flavina) que podria resultar insensible a estrógenos.
Existen evidencias sobre dicho tipo de actividades insen
sibles a Amytaly rotenona (12). Si se tratara del sitio
flavina, al NADHdebia competir y se ensayó entonces una

cinética variando las concentraciones de Q0y NADH.

Variación de 1a actividad NADI-Q reductgsa con
U

la concentración de Q . Influencia de la concen
U

tración de NADH

Los resultados de la Figura V-lO muestran rectas A,
B, C y D a diferentes valores de concentración de NADH,
cuyas pendientes se diferencian netamente, convergiendo
sobre la ordenada al valor 1/V máxpara el control, le
vantado los Kmdando una tipica competencia del NADHa
dicho sitio.
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¡ADE-oxidaaa,0.1 ng/il; fqarato 0.1 I. pH7.4; CII 1 al. Concentra
ción do ¡ADE(un): 0.75 (A): 0.50 (a): 0.29 (c) y 0.05 (D). ¡haci-a.
raoíprooa da-la concentración da oo (al). Ordenada, raciprooa de 1a
variación da absorbancia on 15 lag a 340 nn.

Para comprobarque la interacción sustrato-flavina
no era afectada por Stil, se ensayó 1a actividad de
transhidrogenasa que 1a involucra directamente sin depen
der de 1a enzima (13,14).

Efecto de Stil sobre la reacéión de transhidrggenación
Tabla V-3. Insenaibilidad de la tranahidrogenasa al st11.

NADH-oxidaaa, 0.55 mg; NADH, 0.13 mM; APAD, 0.2 mM, CNR,

1.0 mM;fosfato, 0.1 M. pH 7.k. Temp. 30°. Velocidad de

reacción medida a 375 nm.

Stil Actividad
(uM) tranahidrogenaea

( umoles APADmin/mg proteína

0 0.25

36 0.25

180 0.25
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La Tabla V-3 nos revela una total insensibilidad de
1a reacción NADH+ APAD un NAD+ APADHal estilbestrol.

Los valores obtenidos concuerdan con los valores de
transhidrogenasa corrientes para este tipo de prepara
ciones (13). También se la encontró insensible a Amy
tal (13).

Variación de la actividad ferricianuro reductasa
con la concentración de ferricianuro. Influencia

de Stil y rotenong

l l 1 1 n | 1

O LO ¿0 10 ¿O SD 60

1/rnl Fe (CN):

ng. V-ll.- Variaciónda actividad¡Edo-Mamma con1. cono-n
tración da farricianuro. Influon‘ciaada Btil l Rotana..-“

lADB-ozidasa,0.06 ng/ni; fosfato 0.04 I. pH1.4:.nm 0.6 un.
Abaciaa. recíproca da 1a oonoontraoiónda tai-neier on ¡1 dz tan-i
cianuro 0.01 I. añadidos a 1a mezcla do reacción. Vol. final 3 ¡1.
Ordenada. recíproca da 1a variación de ahorbanoia por minuto a 420 ni.
A.mmm 0.36II. I, “sumo. ¡til 30HA.

En preparaciones multienzimáticas particuladas, del
tipo Keilin y Hartree, la aparición de un segundo sitio
de reacción a nivel del citocromo c para la reacción con
ferricianuro, depende de la concentración de sustrato
utilizada (15). A bajas concentraciones de ferricianuro
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y altas de NADH,el flujo de electrones desde el NADH
podria esperarse que excediera la velocidad de reoxida
ción de la flavoproteina por el ferricianuro, escapando
equivalentes reducidos que serian tomados al segundo si
tio. Al aumentarla concentración de ferricianuro, el si
tio flavoproteina se saturaria respecto al oxidante y una
mayor fracción de la actividad medida, es contribuida por
la reoxidación directa de la flavoproteína por el ferri
cianuro (15).

La Figura V-ll muestra en nuestros resultados dos
pendientes: la rama de menor pendiente tiene principal
contribución dc la actividad ferricianuro-reductasa a
nivel de citocromo c ó sea, dicha actividad involucra
ria el sitio sensible al Stil en la secuencia de compo
nentes. No se observa sin embargo, ningún efecto de Stil
a diferencia con la rotenona. A medida que aumenta la
concentración de ferricianuro se observa un ligerísimo
desplazamiento por Stil. Estos resultados podrian tal
vez asociarse a otras situaciones de flujo rápido que
han impedido observar la acción inhibidora de Stil, como
por ejemplo presencia de antimicina A + cianuro en el
sistema ó altas concentraciones de NADHen sistemas blo

queados. Tambiénpuede significar algún tipo particular
de acción del ferricianuro sobre la inhibición por Stil.

Discusión

Los resultados descriptos en este capítulo confirman
y amplian observaciones anteriores que demostraban la

inhibición por varios esteroides de la actividad NADH-QO,
reductasa y .menadionareductasa de preparaciones de

NADH-oxidasade miocardio (4). Con Q2 la inhibición es
más importante que con Q0lo que resulta significativo
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si se tiene en cuenta la mayorespecificidad de la pri
mera (Figuras V-l y 2). La acción inhibitoria de los
análogos de Stil, mantiene la mismaespecificidad que
sobre las actividades NADH-oxidasa (16) NADH-citocromob

reductasa (17) y NADH-Qreductasa (Figura V-l). Para al
tas concentraciones de esteroides, pueden aparecer
efectos sobre la concentración dc quinona al sitio de
acción (7). Esto explicaría acciones del Stil MMEa al
tas concentraciones. Ello indicaria la inhibición de un
sitio comúna esos tres sistemas enzimáticos. Por otra
parte se recalca igualmente que los dimetiléteres,
inactivos fisiológicamente, se mantienen igualmente
inactivos en este sistema. La inhibición por Stil de la
NADH-Qreductasa, resultó dependiente de la concentra
ción del esteroide. La disminución de sensibilidad para

las altas concentraciones de QO(Figura V-3) indicaria
la existencia de por lo menos dos tipos de NADH-Qo
reductasa, que se distinguirian por su sensibilidad al
estrógeno. Para cualquiera de los homólogosde Qutili

zados Q0, Q1y Q2, el sistema sensible al estilbestrol,
representaría un segmento de la HADH-oxidasa,que involu
cra por lo menoshasta el componente sensible. La otra

actividad NADH-Qoinsensible, involucraria quizás nada
mas que interacción directa con cl grupo flavina comoes
el caso de las actividades insensibles a rotenona y a
Amytal (1,12).

La inhibición reversible está caracterizada por un
equilibrio entre enzima e inhibidor, definido por una
constante de equilibrio, la cual es una medida de la
afinidad (18). El sentido del término reversible, puede
implicar espontánea desaparición de la inhibición por
dilución ó diálisis (remocióndel inhibidor libre) ó
también posibilidad de remoción del inhmidor por reac
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ción química con algunas sustancias ó fijación a ella,
sin que implique una disociación espontánea.

Las Figuras V-4 y 5 sugerían reversibilidad (la inhi
bición dependía exclusivamente de la concentración del
inhibidor). La reversión espontánea obtenida por dilución
(Tabla V-2) confirmó dicha naturaleza reversible. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Jensen para
corticoides (19).

Iel estudio cinético de la inhibición, se desprende

que la reducción de bajas concentraciones de Q0, Q1y Q2
parecen involucrar etapas idénticas que la oxidación de

NADHpor O2 en virtud de su alta sensibilidad al estró
geno . En este sistema multienzimático, su mide la re
ducción de quinona en condiciones de estado estaciona
rio. El aparente Kmy velocidad maxima, caracterizan la
interacción de la quinona con un componente de la cade
na respiratoria.

El análisis de la cinética de una secuencia compleja
de reacciones, catalizada por varias enzimas en sistemas
organizados, medida bajo condiciones de estado estacio
nario,ha respondido a la expresión de cinética Michae
liana, aunque con constantes aparentes. Tratamientos
einéticos utilizando homogenatos(20) y preparaciones
del tipo Keilin y Hartree (21) confirmaron el supuesto
de que en condiciones de estado estacionario es posible
utilizar las representaciones convencionales (Linewea
ver y Burk) para obtener informaciones utiles sobre si
tios de inhibición en estos sistemas.
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Michaelis y Menten (22) proponen su teoria de acción
enzimática con el complejo enzima sustrato:

k
E +S .. ES

k2

ES--, k3-«; producto

suponiendo que k1 y k2 eran mucho mayores que k3 de tal
forma que las concentraciones de ES estuvieran determina
das por el equilibrio de la primera reacción. Se derivó
así la fórmula que relaciona actividad enzimática a con
centración de sustrato. Esta relación se expresa por
constantes comoKmla cual es igual a la concentración
de sustrato para la cual, la actividad es la mitad de la
obtenible a 'infinita concentración de sustrato ó sea
V máx. Briggs y Haldane (23) derivan del estudio de ciné
tica de estado estacionario una nueva expresión
Km= k2 +_Ï;. Slater y Bonner (21) encuentran que en el
caso particular de la succinato deshidrogenasa en el sis
tema succinato oxidasa se cumple esta última expresión.

K'3 es mayor K2 y depende de las diferentes preparaciones
enzimáticas y del método de medida.

Gutfreund y Jones (24) encuentran en sistemas organi
zados del tipo de la succinato oxidasa mitocondrial, cons
tantes aparentes, más complejas pero perfectamente repro
ducibles, que dependen al involucrar por lo menos dos in
termediarios enzimas sustrato (25), de las condiciones de
medida y del tipo de preparaciones.

Los inhibidores reversibles actúan también sobre estos
sistemas modificando las constantes para dar tipos de
inhibición característica, que son útiles en la localiza
ción de sitio de acción, tal es el caso de la inhi
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bición competitiva del NADHsobre la reducción del ferri
cianuro (15), inhibición competitiva entre oxidación de
succinato y desacoplantes (26), inhibición competitiva
del fluoruro con respecto al succinato (27).

Sitios de entrada de las quinonas a cadena resPirato—
ria. Efecto de Stil. La inhibición por estilbestrol, re
sultó francamente no competitiva con respecto a la qui

nona Q2 (Figuras V-7 y 8). Se puede extender la conclu
sión a la ubiquinona endógena y descarta la supuesta
competencia, por relación estructural con el estrógeno.

En vista de la obtención de dos Kmdefinidos, cuando
se varia el rango de concentraciones con amplitud, tal

es el caso de Q0 (Figuras V-6 y 9), se confirman dos
sitios fundamentales de reacción de los homólogos de
quinona a cadena respiratoria. La inhibición no compe

titiva es clara para el sitio de másbajo Km(sitio II).
La actividad a dicho sitio involucra la etapa sensible
al estrógeno. La actividad NADH-Qreductasa entonces,
seria el resultado de la suma de dos contribuciones
fundamentales, que parecen depender fuertemente de la
concentración de quinona.

Para Q2 (50 uM) puede concluirse que el sitio funda
mentalmenteactivo es el sitio II.

Se deduce del cálculo de las contribuciones a ambos
sitios

b
///. ..“\

NADHu...Ff'_w (ÏÉZ)\ n C —C O
pl ' . ‘ —----- 1 o o o o o 2

sitio I-_ 2 sitio II

Q0, Q1,
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Actividad NADH-Q2reductasa = x + y
x: activ. sitio I insensible
y: activ. sitio II sensible
Actividad control = x + y = 140 nmoles/min/mg prot.
Activ = 40 nmoles/min/mg prot.(Stil 15 HM)

De (Fig. 4) Stil 15 HMinhibe 90 % actividad NADH-OXi
dasa luego
x + 10 % y = 40

140 w y = 40 — lO % y

lOO=90%y.'.y=111
x = 29 nmoles/min/mg prot.

Actividad NADH-Q2reductasa = x + y = 140 29 + lll = 140

En los resultados, se ejemplifica la preponderancia
del sitio II, sobre el sitio I de actividad insensible.

Acción del Stil, sobre la reducción de quinona_al
sitio flavina. La aparente competencia al sitio mayor

Kfi para Q0 (Figura V-9) no satisface los criterios para
inhibición competitiva. Se habla de aparente competencia,

ya que no se modifica Vmáx. El efecto de un inhibidor
competitivo, se traduce en un aumento aparente del Km,
por el factor (l + i/Ki) donde i es la concentración del
inhibidor. El Kmaumenta sin límite, y corresponde un
aumentofinito a variaciones finitas del inhibidor. En
la Figura V-9yexperimentos similares, no se obtienen
pendientes diferenciables a distintas concentraciones
del inhibidor. La ecuación teórica de velocidad a cada
concentración de sustrato para dicho tipo de inhibi
ción (18) supone velocidades no superponibles a dos
concentraciones diferentes del inhibidor. Descartada
asi la competencia, podemossuponer, que.a altas con
centraciones de quinona, aumenten rápidamente las con
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tribuciones del sitio I (flavina) que serían insensibles
al estrógeno, en concordancia con las supuestas inter
acciones directas entre flavina y quinona insensibles a
Amytal y Rotenona (1,11,12).

No es posible en el caso de Q0 un cálculo exacto de
cada actividad, ya que puede actuar a nivel de citocro
mos (ll) y puede ser reducida por otras flavinas de la
preparación. Sin embargo, Simplificando a los dos sitios

fundamentales establecidos para Q2, se puede escribir

Actividad Qo reductasa = x + 10 %y(3o uMStil)

Acitividad Q0 reductasa = x + 25 %y(5.uMStil)

Si x; y (para altas concentraciones de quinona) un
15 % de diferencia sobre y (sensible) se hace más y más
insignificante con el resultado de que las velocidades
se acercan ó igualan a cada concentración de sustrato.

La comptencia encontrada al sitio I entre NADHy
quinona, refuerzan la interpretación de una interacción
directa con flavina (Figura V-lO).

Conrelación a la anturaleza del sitio II en cadena
respiratoria en estas condiciones, seria el segundo
componente proteico del sector NADHdeshidrogenasa,
directa ó indirectamente via quinona endógena (l), ya
que no se han encontrado indicios de acción directa
significativa sobre el citocromo b (Capitulo IV; Figu
ra IV-12).
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En coincidencia con estos resultados se pueden citar:

a) La velocidad de reducción de Q0, Q1 y Q2 por NADH,
no varia prácticamente en los complejos particulados li
bres de citocromos, con relación a su reducción por la
NADHoxidasa (1,28).

b) El sitio fundamental de entrada de Q2 en el sector
NADHdeshidrogenasa, seria la F932 de Chance (8) lo que
equivale al segundo componente proteico del sector NADH
deshidrogenasa.

La insensibilidad de la transhidrogenasa (29) y ferri
cianuro reductasa al Stil (Tabla V-3 y Figura V-ll) per
mite decidir que el grupo flavina no seria afectado por
Stil, ya que dichas reacciones lo involucran directa
mente. Serian reacciones equivalentes a la interacción
de quinona al sitio I, también hallada insensible al
esteroide (Fúgura V-9).

Conclusiones

1° Los estrógenos sintéticos Stil, Hexy Stil M.M.E.,
inhiben la actividad NADH-quinonareductasa de los frag
mentos submitocondriales de miocardio (preparación de
Keilin y Hartree). Los dimetilétercs no son activos.

2° La inhibición es mayor cuando se utiliza la qui

nona Q2 en lugar de Q0.

3° La inhibición disminuye a medida que aumenta la

concentración de Q0, en coincidencia con la aparición
de actividades insensibles al estrógeno a altas concen
traciones, lo que daría el aspecto de aparente competen
cia.
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4° Para concentraciones bajas de Q0, Ql y Q2 (activi
dades sensibles al Stil fundamentalmente)la cinética de
la inhibición es típicamente no competitiva. Se descarta
una acción competitiva del estrógeno a nivel de la qui
nona endógena, por analogías estructurales.

5° El estilbestrol no afecta al componenteflavina
de la NADHdeshidrogenasa, ya que reacciones que lo in
volucran directamente resultan insensibles aÏ mismo
(transhidrogcnasa ferricianuro reductasa, quinona re
ductasa al sitio I).
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CAPITULO VI

Analogias y diferencias en las inhibiciones por
estilbestrol y rotenona en los diferentes sis

temas analizados

Los rotenoides son productos de plantas trepicales,
los cuales son usados comoveneno de peces e insectos.
El miembromás conocido del grupo, tiene la siguiente
estructura

ocHa

POTENONA
Fíg.Vl-1

Se cree que su efecto tóxico es debido a su acción
inhibitoria sobre la cadena de transporte (l).

Este compuesto inhibe la NADH-oxidasamitocondrial,
sin tener acción sobre la oxidación del succinato, bajo
similares condiciones experimentales (2,3) ni tampoco
sobre la transferencia de energia (2). Ernster, acepta
la semejanza con la inhibición por Amytal, pero encuen
tra importantes diferencias. Por ejemplo, el Amytal
parece tener efecto sobre la transferencia de energia,
no asi la rotenona. La inhibición por Amytal, se re
mueve por lavado, permaneciendo la rotenona ligada muy
fuertemente a la enzima (2,4). Ambasinhibiciones se
situaron inicialmente, entre NADHy flavoproteina (3).
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Nuevosexperimentos ubicaron el sitio entre la flavopro
teina (5) y el citocromo b (5-7). Pullman y Schatz (8)
describen detalladamente todo lo relativo a la inhibición
por rotenona.

Comose dijo inicialmente se consideraba diferente
la localización de la inhibición en partículas fosfori
lantes (9,10) y no fosforilantes (11,12) pero el hallazgo
de que 1a reducción de flavina del succinato por NADHera
inhibida por rotenona (7) y dificultades del método es
pectroscópico utilizado dieron una eiplicación a tales
diferencias.

El hecho de que tanto Amytal como rotenona no inhi
bian ni la reacción de transhidrogenación ni la actividad
ferricianuro reductasa hizo postular a Singer y col.(l3—

15) que el sitio de inhibición estaba del lado O2 de la
NADHflavoppoteina sin importar el grado de capacidad
fosforilante.

Se observó competencia entre la inhibición por Amytal
y rotenona en cuanto a 1a ligadura de rotenona 140 al
segmento NADHdeshidrogenasa de la cadena respirato
ria (16).

Recientemente Chance y col. (17) han propuesto que
el sitio para inhibición por rotenona, estaria situado
entre dos componentes postulados flaVOproteicos, llama

dos rprï y FpD2(ver capitulo IV). Hatefi (18) Por su
parte sitúa la inhibición entre una flavohierrOproteina
y una hierroproteina en el sector NADHdeshidrogenasa
(ver capitulo IV y VII). Horgan (19) sugiere la parti
cipación de un componentelipidico en la inhibición
por rotenona.



119

por rotenona.

Por estudios de espectroscopia E.P.R. Estabrook y
col. (20) sugieren la participación de Fe no heminico en
la inhibición y por otro lado Eimer, Beinert, Singer y
col. también por medio de espectroscopía de resonancia
paramagnética electrónica E.P.R. sitúan la inhibición

del lado O2 del Fe no hemínico de la NADHdeshidroge
nasa (21).

Másrecientemente Hatefi (22) muestra evidencias
para una acción sobre la NADHdeshidrogenasa (Fp).

Comose ve hasta el presente por los métodos utili
zados y en el sector NADHdeshidrogenasa resulta indife
renciable el sitio para los inhibidores Amytal, rotenona,
Pierioidina A y aun estilbestrol, comose deduce de los
resultados presentados.

Paralelamente a los experimentos hechos con Stil, en
algunos casos, se utilizó rotenona comparativamente. Los
resultados se resumen en este capitulo.

En cada caso, ver los capitulos que se señalan, para
los correspondientes experimentos con Stil, cuando no se
muestren juntos.

Efecto de rotenona sobre la reducción de citocromo b,
en sistemas aeróbico y angeróbico

En la Figura VI-2 experimento C se observa que la
rotenona, prácticamente impide la reducción de citocro
mob y se observa un estado estacionario, sin que se
reoxide el citocromo b, a ese nivel. En el sistema ana
eróbico por cianuro, la reducción del citocromo b es
muchomás lenta y se mantiene reducido (Figura VI-2;
experimentos A y B).



120

Ï'fi" 1 7 7 W 4 — Ñ' "Í'ÑV‘Ï-A—wa "777777! . í

| y NADH l g 562-575 Y"

f _ NADH AA=0.002 cit b
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Fig. VI-2.— Efecto de rotenona sobre ‘ ' de 0115.1).

A y B sistema anaeróbico NADH-oxidasa 2 mg/ml; cianuro 2 mm. NADH25 uM.Rot 0.25 nmoles/mg prot.fosfato

0.1” M, pH 7.4. Vol.final 3 ml. Las cifras indican nivel (uM de reducción de cit. _V_o_).

No se ha pretendido hacer un estudio de la inhibi
ción por rotenona en cuanto a rango de concentraciones,
pero estos resultados son suficientes para mostrar igual
comportamientoen general que el estilbestrol. Se inhibe
la reducción y en las mismas condiciones experimentales,
se rdarda su oxidación. Ver capitulo IV Discusión y con
clusiones. (Figuras IV-l y 2).
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Efecto q? AA, sobre la reoxidación qe; citocromo b
por rotenona

Í562-s}5
Cjt b

ROT
NADH”

(a3)
¿(0-3)lI‘.‘

—>‘

(044)'7‘. 'Ígi: ‘¿I. '

—fi_,II-fïf___pïï°’°

1nfln
I—-—-—O 

F15. VI-3.- Efecto de antimicina A sobre la reoxidación de cit. b por
rotenona.

NADH-oxidasa1.8 ¡Ig/nl; cit. b red 0.7 ul (ditionito); cianuro 2 nl;
¡“DE37.5 ul; Rot 1.5 ul LA. 0.16 ¡ag/ngprat; fosfato 0.1 l, pH 7.4.
Vol. final 3 ml. Las cifras indican niveles (nl) de reducción de cit. g.

Se observa idéntico comportamiento del citocromo b
reducido por sustrato frente a los dos inhibidores.

La AAes capaz de volver al nivel de reducción
inicial el desplazamiento del citoeromo b en el sen
tido de la oxidación producida por rotenona (Figura VI-B)
ó estilbestrol (Figura Ivas).
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Competenciaentre Stil y rotenong sobre la reoxi
_c_1_aciónc131citocrogo b'pï‘óducidí por "ambos‘i‘nhi;

bidoreS'

«Rot W 562 -575_Ïm
NADH no 7;:Cit b

¿'snuRoT

[IAA=Ü.0010

Pis. VI-4.- Competenciaentre Stil l Rot sobre 1a reoxidaoión de b
producida por ambosinhibidores. l

NADH-oxidaaa1.8 ng/nl; cit. b red 0.7 ul (ditionito); NADH37.5 ul;
Rot 0.8 nnol/ng prat; Stil 75 ul; fosfato 0.1 l. pH7.4. Vol. final
3 Il. Velooidad de reoxidación inicial 3 nl/aog en amboscasos.

Se observa claramente en la Figura VI-4 que en el
efecto estudiado no solamente hay competencia en la
extensión del desplazamiento, Sino también en cuanto
a la velocidad a que se produce, que es en ambos casos
0.003 uM/seg. (Figura VI-4; experimentos A y B). '

Esta competencia es coincidente con las respuestas
análogas y la indiferenciación de los sitios.
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Reoxigggión del citocromo b por rotenong y Stil.
Efectos del ascorbato

CÍt b
AA=0.002

NADH

REDUCCION

a", 71,5" n —u--4Imdo oit. b por sm y not en ‘- m4);
oin de nou-bno.

NADE-ozidlaa2 ng/ni; not 0.25 nlol/ng prot; 3:11 25 ul; cianuro 2 al;
“corbata 10 nl; RAD]!37.5 ul fosfato 0.1 H. pH7.4. Vol. final 3 ll.
Velocidades iniciales orden coro ¡JI/008 Á: 2.5: B: 1,2; c: 2; D: 4.

Si se agrega ascorbato al sistema, la inhibición por
Stil aparece muypotenciada (Figura IV-7). Era presumible
que tuviera el mismoefecto sobre este sistema. Efectiva
mente la presencia de ascorbato, aumentó la velocidad de
reoxidación por Stil de 2 a 4 nM/seg. Inversamente, la
presencia de ascorbato disminuyó 1a velocidad de reoxida
ción por rotenona 2.5 a 1.2 (nM/seg.).
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Reducción de flavoproteína a 465-510. Influencia
de Stil y rotenona en presencia y ausencia de

ascorbato

:ÑAJDH

465 - 510
FLAVOPROT

A A=0.004 A1min

Fig.VI-6.- Efecto de Stil y Rot (D L 3 sobre la reduccián a 465-510 nm
en presencia x ausencia de aecorbatg.

NADH-oxidasa 1.8 mg/ml; NADH25 uM euccinato 0.6 mM; cianuro 2 mm; ascorbato

10 mM;Stil 25 uM; Rot. 0.8 nmol/mg prot. (ditionito) 3.2 un; fosfato 0.1 M,
pH7.4. V01. final 3 m1.Las cifras significan nivel de reducción (uM).

Los experimentos A, B, C y D de Figura VI-6, corres
ponden a los de Figura IV—20.En los experimentos E y F
se observa la reducción a 465-510 por NADHcon agregado
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previo de rotenona, en presencia y ausencia de ascorbato.

Aparentemente, a concentraciones inhibidoras altas
como es 25 uM estrógeno, resuelve poco los dos componen

tes redox. La presencia de asoorbato, aparte de eliminar
contribuciones, potencia la inhibición de la reducción
del segundo componente redox del sector NADHdeshidroge
nasa.

En los experimentos E y F se observa que si bien es
alta la concentración de rotenona, se produce directa
mente una inhibición del 50 h, tanto en presencia como
en ausencia del ascorbato. La extensión de la reducción

es menor en presencia del ascorbato, en vista de la eli
minación de contribuciones a dicha banda comoya se_ha
mencionado.

Efecto de rotenong_sobre la actividad
NADH-Q reductasa

En un experimento análogo con estilbestrol Figu
ra V-2 se obtienen valores muysemejantes de inhibición.

A concentraciones altas de Q0 (0.5 mM)la inhibición no
alcanza al 60 %. Esto coincide con la aparición de acti
vidad insensible a rotenona, a medida que aumenta la
concentración de quinona.



RUT(nmoles/rng prot)
0.5 1.0 1.5 2.0

l I I l
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3 _ o 
o
" o
:z 40" “
D
3
_ o _
CD

E
E 20 a

n l 1 l

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

RUT ( ¡1M )

ha. VI-7.- Efecto do Rotononasobre la gtgvidcd Rm. roduotgg,
lun-onda. 0.2 ¡gl-.1. trio-online 0.05l. pH8; cianuro1.0 fl;
q. 0.5 ¡I ¡All 0.125Il. Vol. final 3 ¡1.

En un experimento que no se detalla se observó que
la presencia de ambosinhibidores rotenona + Stil, dió
la misma inhibición que cada uno de ellos por separado,
una nueva evidencia de competencia entre Stil y rotenona.

Efecto de rotenona sobre el aparente Km
para NADH-Qreductasa

Los valores concuerdan exactamente con los obtenidos
cuandose utilizó estilbestrol. La inhibición resultó no
competitiva para el sitio de mayor afinidad Km= 62,uM
y de aparente competencia para la entrada al primer si
tio de Kmmayor: 360 uM.
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-20

ha. 11-8.- Vu-lgón dolg santidad ¡me agotan con¿g concen
6n de . o 1 de .

IAE-onda. 0.1113/11: tocino 0.1 I, fi 1.4: 01mm 1.0 fl| nm
0.125fl. All-oi... ndpm dc la concentraciónde quintana(fi).
Ora-nada, recíproca de 1a vnriuión de ¡buon-mu. en 15 nos n 340 nn.
A. lot 0.26 ú Dmago.

La interpretación hecha en el caso del estilbestrol
vale para estos resultados y en este caso se encuentra
análogo comportamiento de ambos inhibidores.

Variación Qe la activngg NADH-ferricianuro
reductasa con la concentración de ferricia
nuro. Efecto de Stil y rotenona

A bajas concentraciones de ferricianuro se observa
inhibición por rotenona a diferencia del estilbestrol.

Hay solamente un ligero deSplazamiento del valor
en algunos puntos para el estrógeno.
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<|-‘

l l l

1 2 3 4 5

I/ml FERRICIAN

ng. VI-9.- Variación de la actividad ¡ADE-deshidroggnasacon la con
centración do forrioiannro. Influencia do Stil 1 Rot.

¡ADE-ondas 0.03 ng/nl; IMDB0.15 fl fosfato 0.04 I. PH7.4.. “noia.
recíproca de la concentración de fernicinnnro on nl do forrioiannro
0.01 l agregados a la mezcla de reacción. Ordenada, recíproca de la
variación de absorbancia/nin n 420 nn. Vol. final 3 nl. Control o ;
Rot 0.26 “IA a sm 30 ul O .

Ya se había observado en otras condiciones experi

mentales, la mismadiferencia entre Stil y rotenona
(Capitulo V; Figura V-ll).

Conclusiones. 1;_Los diferentes sistemas ofrecen
evidencias de analogía y competencia (Figura VI-4 y
observaciones sobre inhibición de reducción de quino

na Q0), como para suponer que ambas inhibiciones
afectarían al mismocomponente enzimático, no necesa
riamente al mismo grupo.

2.-Pueden suponerse sin embargo mecanismos de acción
distintos ó fijación a distintos grupos sobre el mismo
componenteproteico, en Vista de las diferencias encon
tradas en presencia de ferricianuro y ascorbato.
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gpsayos de acción de Stil sobre la NADH-deshidro
genasa funcional particuladajen el sistema com

pleto no fosforilante

Se entiende por deshidrogenasas ligadas a cadena res
ratoria, el grupo de flavoproteínas asociadas estructural
y funcionalmente al sistema de transporte de electrones y
las cuales sirven comoportadores para la entrada a cade
na respiratoria de los equivalentes reducidos, originados
por los metabolitos oxidables (l). Los miembrostípicos
de este grupo de enzimas, están tan íntimamente ligados
a la matriz nembranosa insoluble, que su extracción es
muy dificultosa. Por lo menos, en el caso de las enzimas
de mamíferos, una vez obtenidas en forma soluble, no
muestran ciertas reacciones de la deshidrogenasa parti
culada. Es imposible decidir hasta el momento,si la
falta de determinada sensibilidad a inhibidores ó
reactividad frente a algún aceptor, se debe a modifica
ciones preparativas, remoción de componentessustancia
les ó requerimiento de una estructura integrada para
determinadas actividades. La NADHdcshidrogenasa soluble
ha mostrado un absoluto requerimiento de lípidos para
reacciones con homólogos de Q por ejemplo (2). Se está10’
estudiando, en algunos sistemas de cadena respiratoria el
fenómenogeneral de allotopía (3). Ciertas enzimas, liga
das a membrana exhiben prOpiedades que no son compartidas
totalmente por las enzimas solubles.

En vista de la dificultad para romper los complejos
enzimáticos, las "NADHdeshidrogenasas" solubles obteni
das por diversos tratamientos (fosfolipasa de venenos de
serpientes, ácido-etanol, urea, tiourea, etc) difieren
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en valores de peso molecular, relaciones molares de com
ponentes de óxido-reducción ligados como (FMN,Fe no
heminico y azufre lábil) y consecuentementeespecifici
dad a los aceptores (4). Sobre estas bases, peso mole
cular, composicióny actividad enzimática, estas prepa
raciones se pueden dividir en dos categorias (5).

l“ Con PMentre 70.000 y 140.000 que contienen fla
vina, Fe no heninico y S lábil en una relación l: 2-4:
2-4 respectivamente. En general se han obtenido por tra
tamiento ácido-etanol de particulas mitocondriales (6-10)
con una excepción, King y Howard (ll) quien la aisló
también de mitocondrias, pero con fosfolipasa de veneno
a 37° C.

2° Con PMalto estimado en 500.000-800.000, la co
nocida NADH-dcshidrogenasamitocondrial de Singer y
col. (12) obtenida por tratamiento con fosfolipasa pero
a 30° C. Esta enzima tiene una relación de flavina: Fe
no heminico: S lábil igual a 1:18:28 a 1 nanomol de
flavina/hg dc proteina. Es ca;az de dar enzimas de la
primera categoria, luego de varios tratamientos inclu
yendo ácido-etanol, aunque diferentes entre si con el
aspecto de productos degradativos y sin actividad.

En el capitulo III se describe el fraccionamiento
de la cadena respiratoria en complejos particulados
capaces de interacción recíproca (13). Entre ellos el
complejo particulado I, tiene un PMaproximado de
500.000, 1.5 nanomol FMN/mgde proteina y una relación
flavina: Fe no heminico; S lábil de 1:18:l7—20; todo
esto seueja bastante bien la composición de la NADH
deshidrogenasa de Singer (12), pero además el comple

jo I contiene Qlo y considerable cantidad de lípidos
y proteina estructural.
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Recientemente Hatefi y Stenpel (14a) han resuelto
dicho complejo por tratamiento con urea en a) una flavo
hierro proteina (FMN,Fe no heminico y S lábil en rela
ción molar 1:4:4; b) una hierro-proteina (Fe no heminico
y S lábil en relación 1:1 y c) un componente insoluble
similar a proteina estructural. La capacidad de la
hierro-proteina de servir comooxidante para la flavo
hierro proteina reducida por NADH,sugiere que la se
cuencia NADH-Qde mitocondria pueda ser formulada de
esta manera.

NADH..- Fp --.__....:\,I"7-_-..-;;. Q (l4b)

Los experimentos mencionados podrian ayudar a cla
rificar la relación entre el complejo I y la NADHdes
hidrogenasa soluble de Singer con las más pequeñas NADH
deshidrogenasas de PMaproximado 80.000 y que tienen
relaciones molares de flavina a Fe no heminico 1:2 ó
1:4. Podrian resultar similares a la hierro-flavo
proteina de Hatefi (14). Esta interpretación (lO) es
consistente con la demostración por el grupo de Singer
de que las NADHdeshidrogenasas de alto PMpuedan ser
transformadas por tratamientos con enzimas proteoliti
cas (15) ó urea ó tiourea (16), ácido-etanol (17) en
las deshidrogenasas de bajo PM. Ya que reactivos como
la urea, tiourea, muyprobablemente actúen sin romper
ligaduras covalentes, parecería proexistir comoentidad
discreta la NADHde bajo PH, ligada estructuralmente a
otra proteína. El tratamiento con urea, parecería libe
rarla de un precursor de mayor peso, antes que produ
cirla por degradación de otra proteina (lO).

Separadauente Mackler y col. (lO) por un lado y
Hatefi y Stempel (5) por otro encuentran una NADH
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deshidrogenasa soluble de PMaproximado de 70.000, homo
génea y perfectamente reproducible, que representaría la
flavo-proteina componente I del sector más complejo NADH
deshidrogenasa, con su característica actividad NADH
citocromo c reductasa insensible a antimicina A en su

forma soluble. Ambasproteinas son muy semejantes a
pesar de haber sido obtenidas de materiales diferentes
y por tratamientos distintos.

Comose dijo anteriormente, Singer y col. (18) lo
graban fragmentar con una variedad de reactivos que
ordinariamente no rompen ligaduras covalentes su NADH
deshidrogenasa de alto PM(12). Estos procesos estaban
acompañados por pérdida de la señal g ib1al 1.94 de Fe
no heminico y S lábil, cambios en el espectro de absor
ción por pérdida de dichos componentes y cambios en la
especificidad de sustrato.

Se observa emergencia de actividad catalitica hacia

citocromo c y Q1 (15). Aunque hay numerosos ejemplos en
la literatura sobre la protección por sustrato de enzimas
contra la desnaturalización e inactivación, parecia raro
encontrar fenómenosde inactivación inducida por sustrato.
Grisolia (19) que ha revisado estos casos, supone que
ambos son diferentes aspectos de un mismo fenómeno: cam
bios conformacionales que ocurren durante la combinación
de la enzima con su sustrato.

Este es el caso de la NADHdeshidrogenasa de Singer
soluble (12), la cual es fragmentada e inactivada por
NADHen aire, pero fragmentada y no inactivada en anae
robiosis. Esto daba un indicio sobre la existencia de
subunidadescataliticamente activas; pero se las inter
pretaba solamente comotemporarias estabilizaciones del
centro activo en el complejo enzima-sustrato (18). La



emergencia de actividades de citocromo c reductasa ha
sido vista como uno de los síntomas de cambio conforma

cional inicial en la proteína (18). En este proceso de
gradativo se observaba una cinética muycompleja con
aparición de fragmentos muy activos en actividad NADH
ferrcianuro reductasa aislados posteriormente, aunque
la velocidad a concentración infinita de ferricianuro
resultaba muy disminuida. Se hace en dicho trabajo (18),
la mención de que igual fenómeno es observable aunque
en proporción muchomenor en los sistemas particulados
completos del tipo de las preparaciones utilizadas en
nuestro estudio.

Los resultados de los experimentos anteriores
(capítulos IV y V) sobre los segmentos funcionales
NADH-citocromo b y NADH-Qreductasa señalaban a la

NADHdeshidrogenasa como el sitio de inhibición por el
estrógeno. Se ensayó entonces, la preincubación de la
NADHoxidasa con el mismo para observar un posible

aumento de la actividad NADH-citocromoc reductasa,
comparativamente con el efecto conocido de sustrato.

Se hizo pre-tratamiento con NADH(l mM)y Stil
(15;uM) a temperatura ambiente en muestras de concen
tración 4.5 mg/ml. Al tiempo O una alícuota se lleva a
la mezcla de reacción habitual para las actividades
ferricianuro y NADH-citocromoc reductasas.

A los 90 minutos, se procedió de igual forma.
La Tabla VII-l nos muestra modificaciones en los % de
actividad del control para las actividades NADHcito
cromo c reductasa y ferricianuro reductasa muyseme
jantes para el estrógeno y pre-tratamiento con NADH.
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Tabla VII_1. Efecto de pretratamiento con NADHy Stil sobre actividades de
ferricianuro y NADH-citc reductasa

Preparación 4,5 mg/ml preincubadas con NADH(l mH)y 6 Stil (15 un) a T.
ambiente. A tiempo 0 una alícuota 0.05 m1 al ensayo habitual para Umax
ferric. y NADHcit. c reductasa a concentración fija. A los 90 min de cada
control, se procede de igual forma. Las actividades de cit. c-reductasa
umol/min/mg prot. Las de ferricianuro reductasa ¿L Amáxa #20 nm

Condiciones Actividades fi Actividad ini
de pretrata- Inicial 90 min c a

miento Ferric Cit c Ferric Cit c Ferric Cit c

Control 1.25 1.26 1.25 1.30 100 10h

NADH(1 mu) 1.25 1.26 0.7 1.63 56 130

Stil (15 uM) 1.25 1.26 0.8 1.85 63 lh7

NADH+ Stil 1.25 1.26 0.76 1.55 60 123

La presencia de ambos, no aumenta lo obtenido para
cada uno de ellos separadamente.

Sea comoefecto primario, relativo a la inhibición
del transporte ó como consecuencia de un efecto más
prolongado por el pre-tratamiento, tomado comoensayo
de localización la acción del estrógeno parece situarse
a nivel de la NADHdeshidrogenasa. Esots resultados
sugieren un cambio conformacional a consecuencia de la
preincubación que podría producir consecuentemente una
mayorreactividad a los mercuriales y otros reactivos
de tioles.

Se han caracterizado y descripto los grupos SH
reactivos de cadena respiratoria (20). El tipo IV 6
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sulfhidrilo de reactividad muylenta, que parece funcio
nal en el sector próximo a la quinona de Minakami,
Schindler y Estabrook (21) y el grupo III, altamente
reactivo, que aparece asociado con el componente de
¿PR g = 1.94 de la NADHdeshidrogenasa. Se postula la

conversión de un grupo disulfuro presente en el estado
inicial a un grupo reactivo a mercuriales con ligadura
a Fe (22). Este sulfhidrilo reactivo al mercurial rápi
damente, puede, en la interpretación de Singer (18) ser
consecuencia del cambio conformacional supuesto, ya que
aparece luego de pre-tratamiento con el sustrato. Tipos
I y II aparecen exclusivamente, en las NADH-deshidroge
nasas solubles (23,24).

Curva de efecto de concentración de estzggéág
sobre consumo de O . Método polarográfico2...

STIL (n moles/mg prot)
5 10 15
I I I

í: OA _
¿“2 o

O.

“2' ¡0“:usb
_.É i \ 1

r í ' P l
¿20.2 _
2.12% °LJ'i

“'01 - _

I l I l l

1 2 3 4 5 6

SNL(pM)

213. VII-L- coto do sm sobre consumado od no de la ll onda-n.
(¡Ctodo polaregrfifico) ¡Am-onda. 1.15 ¡5/5 ¡1 02: 0.28 ¡I r 20 c;
una 0.6 fl foot.” 0.1 I. pk 7.4. Vol. final 5 ll.
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Comose utilizó un método polarográfioo para los ex

perimentos con reactivos de tioles era necesario contar
con esta curva de efecto que resulta muysemejante a la
obtenida titulando oxidadión del NADHespectrofotométri

camente I(50) igual a O.75;flMde Stil.

Reactividad a merouriales luego de preincubaoión con Stil

p-CMBl'7 ,
7 :¿;NA0H¿;V _¡UJ2¡ YEmd '///

+ x: —rir _

A y y Í' (0.24)

/ A 127J1M02—
V y

í P-CMB ->---——-

ÏQÏÍÏNÁD" ¿03/BST-II“ ¿_______
»—... I I 7 í /

Ï (eau)

_ B Z: .

.__1/ ' 'm—
V,,_L__ v l

Fig. VII-2,« Báegjividad a mercurialee luego de inqybación con Stil.
NADH-oxidaae108 mg/S ml; NADH0.6 ml;p-Cl I B 20 u!;fosratoflg:g*í:
pH 7.4. Vol. finaï 5 nl. T: 2490. Se incuba una muestra 4.5 mg/hl
con A dioxene f T‘Étil 15 ul. Una alícuota 0.4 nl ee lleva si Vol;
final 5 a: y se wfáe actividad primero en ausencia y luego e: gram
cuencia del p-03. I B.

Table VII-2. Reactividad de NADH-oxidasaa mercuriales
luego de tratamiento con stil.

Condiciones comoen la Fig. VII_2.

Agregados Act. esp.
(u átomo/min/mg prot)

Control (dioxano) 0.24

Idem, mas p-CMB ' 0.12 (50)

Stil 0.20

Idem, mas p-CMB 0.06 (70)

1 Inhibición relativa (5)
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Los resultados de Figura VII-2 y Tabla VII-2 muestran
una reactividad aumentada a mercuriales luego de preincu
bación con estilbestrol. Conrelación al control con dio
xano en las mismas condiciones se obtiene un 50 % de la

actividad en el sistema preinoubado con Stil. Teniendo
en cuenta los resultados anteriores a nivel de la NnDH

deshidrogenasa que daban actividad aumentada de cito
cromoc reductasa deberia tratarse de grupos ahora
reactivos de dicha proteina; estos resultados reforza
rian entonces los de Tabla VII-l.

Redfearn y Burgos (25) encuentran que concentracio
nes de reactivos de tioles que por si no modifican sus
tancialmente la actividad de NADHoxidasa, potencian la
inhibición de la actividad por la rotenona, en el ensayo
directo.

Aunqueen las condiciones del experimento anterior
es muy poco probable una acción de este tipo se ensayó
dicha posibilidad relativa a la inhibición por el estró
geno.

Efecto de Stil y Etiljgaleimidg sobre
la oxidación de NADH

Tabla VII-3. Efecto de stil y Etil-maleimida sobre 1a 0x1
daci n o NA .

Control 24°C 1,8 m3 prot/5 m1. NADH:0.6 mu para iniciar las

reacciones. stil y EHagregados 1 minuto antes del agregado

de NADH.

Adiciones Activida; relativa

Ninguna 100

EM (0.1 mM) 60

Stil (0.5 uM) 65

EM (0.1 mM) + Stil (0.5 uM) 50
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La inhibición producida por etil-maleimida sobre la
actividad de NADHoxidasa es mayor que la observada en

los trabajos antes mencionados (25). Cabe recordar que
varia con las preparaciones e inclusive con el buffer(26).

Sin embargo no se vé potenciada la inhibición. Si se
toma comocontrol la actividad residual en presencia del
reactivo de tioles (Tabla VII-3 a) el esteroide es capaz
de modificarla un 16 % (Tabla VII-3 c). Si se observan
las actividades relativas fi de la inicial, los efectos
están muylejos de sumarse. Es comosi estuviera dificul
tada la acción del estilbestrol por la presencia del
reactivo de tioles. Este experimento aparte de agregar
una nueva diferencia a las consignadas en el capitulo VI
entre rotenona y estilbestrol, descarta totalmente una
interpretación de potenciación de la inhibición en el
experimento anterior. En el caso de rotenona (25) una
concentración inhibidora 50 fi de rotenona en presencia
de una concentración inhbidora del 30 % de etil-malei
mida da 100 fi de inhibición.

Discusión

De los trabajos de la literatura rseñados en el
capitulo IV y en el presente parecen establecerse dos
cuestiones que serian: a) el sector NADHdeshidrogenasa
contiene dos componentes proteicos redox separables
funcionalmente por inhibición con Amytal, rotenona (l4b)
y (IVBB)ó estilbestrol (nuestros resultados; Boveris y
Stoppani en prensa).

b) La posible existencia de una proteina de bajo PM
aproximado de 80.000, flavo-hierro-proteína que puede
liberarse del sector NADHdeshidrogenasa, sin pérdida
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de actividad catalitica (5,10) aunque integrada en cadena
muestre diferentes propiedades. Esta especie redox repre
sentaría el componente I en el sector NADHdeshidrogenasa.
La enzimasoluble y no la ligada a partícula, tiene acti
vidad NADH-citocromoc reductasa, entre otras activida
des tipo diaforasa. El fenómenoinducido por sustrato
sobre la NADHdeshidrogenasa, aún particulada observado
por Singer (12), quedaria vinculado al compOnenteI ante
riormente citado y su reJación estructural con el complejo
"NADHdeshidrogenasa".

En nuestros resultados, los ensayos de preincubación
si bien sugieren un cambio conformacional, no están he
chos en las condiciones de la inhibición directa; el
aumento de actividad NADH-citocronoc reductasa y el
aumento de reactividad frente a reactivos de tioles muy
probablemente indican al componente I en el sector NADH
deshidrogenasa comoel sitio de acción del estrógeno.
Sin embargono ha sido establecido el nivel de inhibi
ción de la NADHoxidasa frente a estos cambios, ni su
relación con la reVersibilidad de la acción del estró
genoe.

Conclusiones

l“ Se observa por preincubación con estilbestrol un
aumento de actividad NADH-citocromoc reductasa, atri
buido en un experimento análogo con NADH(18) a cambios

en las propiedades de la NADHdeshidrogenasa funcional,
particulada, ligada a cadena respiratoria.

2° Consecuentementefrente a reactivos de tioles se
encuentra reactividad aumentada con el mismotratamiento.
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3° La presencia de reactivos de tioles no refuerza
la inhibición por estilbestrol a diferencia de lo obser
vado por Burgos y Redfearn para rotenona (25).

4° Estos resultados sugieren un cambio conformacio
nal a nivel de la NADHdeshidrogenasa. Las concentracio
nes utilizadas de estrógeno (15_uM)permiten suponer que
no se trate de efectos inespecificos y que comoensayo

de localización tenga validez; en cuanto al mecanismo,
ni en el plano de las sugerencias se puede establecer
correlación entre el efecto primario de inhibición del
transporte y los cambios aparecidos luego de preincuba
ción.
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Discusión general

La casi totalidad de los datos experimentales reunidos
en este trabajo, están vinculados fundamentalmente, con la
localización del sitio de acción del estilbestrol, en el
efecto conocido de inhibición del transporte mitocondrial.
Se determinó además, la naturaleza de la inhibición, en
las condiciones de medida de los experimentos cinéticos.
Se obtuvieron algunas respuestas que diferenciarían la
inhibición por rotenona y dietilestilbestrol y se reunen
algunos datos que permiten inferir la posibilidad de un
mecanismo de acción.

Sitio de acción del estilbestrol sobre el transporte
de electrones mitocondrial

Es importante mencionar que en los sistemas utiliza
dos al efecto, las concentraciones del estrógeno se man

5tuvieron en el orden aproximado 1.5 x 10- M. A concen
traciones 10-4 Mó por encima de las mencionadas apare
cen seguramente aociones inespecificas, debidas a la
capacidad de concentrarse en interfases, con sitios de
ligadura y mecanismosprobablemente distintos a los espe
cificos (I-75,76).

Establecida la necesidad de un fraccionamiento fun
cional (Capitulo III) se utilizaron los segmentos NADH

oit b (Capitulo IV) y NADH-Qexóg.(Capitulo V).
Se discutieron en los capitulos respectivos los re

sultados obtenidos. Se descarta una acción sobre el ci
tocromo b, en relación con la inhibición, asi comotam
bién la supuesta competencia con la quinona endógena
por analogía estructural, en vista de los resultados con
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homólogos de la mismay por la falta total de competencia
al sitio de entrada que probablemente involucre, directa
ó indirectamente a la quinona endógena (V-8,28).

No parece comprometido en la inhibición, tampoco el
grupo flavina debido a la insensibilidad al estrógeno de
varias reacciones que parecen involucrarlo directamente

(transhidrogenasa (V-29), ferricianuro, NADH-Qoaltas
concentraciones de quinona) ver Capitulo V.

Conestos resultados, la etapa sensible al estilbes
trol, en la cadena de transporte de electrones mitocon
drial quedaria situada sobreel sector "NADHdeshidroge
nasa", ya que se descartan Qy el citocromo b, del lado

O2 del grupo flavina.

Parece necesario aclarar, que cuando un grupo de
óxido-reducción no se encuentra implicado, la tendencia
general es a localizar secuencialmente las etapas y se
habla entonces, del lado O del mismo como posibilidad
para la etapa sensible. Sii embargose debe tener en
cuenta que cada componente proteico puede tener más de
un grupo de óxido-reducción y si el efecto fuera sobre
la proteina comotal, no puede inferirse tan fácilmente
que al no estar involucrado dicho grupo, la ligadura del
inhibidor sea anterior ó posterior cn la secuencia. La
"NADHdeshidrogenasa" por ahora constituye quizás el
Segmento más complejo y menos resuelto de la cadena de
transporte mitocondrial.

Varias lineas diferentes de trabajo, han llevado a
resultados no del todo consistentes y conflictuales
entre si, que hacen dificil la interpretación de algunos
de nuestros resultados experimentales. Aunqueen cada
caso se han mencionado, se trata ahora de reunir esa



información para aclarar en lo posible un problema de
nomenclatura que es importante precisar.

La información se acumula por varias vias independien
tes: estudios espectrofotométricos y de fluorescencia,
fundamentalmente en mitocondrias fosforilantes (Chance y
col. IV-8,9; VIII-1), estudios de fraccionamiento y ca
racterización de los componentes (Hatefi y col. IV-26,27;
VII-5; Macklcr y col. VII-10), estudios de resonancia
paramagnéticaelectrónica y señales caracteristicas para
el Fe no heminico (Palmer, Beinert y col. VI-21); accio
nes relativas a dos grupos funcionales sulfhidrilos,
lento tipo IV y rápido tipo III, también localizados
sobre la "NADHdeshidrogenasa" (Tyler, Gonze, Estabrook
VII-17,20—24;VIII-2-4) todas ellas en relación con la
fijación ó acción de los inhibidores conocidos a dicho
sitio. Rotenona, Amytal, Piericidina A además, y el
complemento de la línea de Singer, Horgan y Casida
(VI-16,19) con fijación específica de los inhibidores
marcados radioactivamente a las preparaciones submito
condriales (ET?) y extracción ó solubilización de la
NADHdeshidrogenasa de alto PM (VII-12;VIII—5).

La primera cuestión, aparentemente resuelta por el
peso de las evidencias actuales es la de elección de A
ó B en la secuencia del esquema que sigue para sitio
de acción de los inhibidores mencionados y sitio I de
fosforilación (VI-3,5-8; VIII-1,6).

Sitio I
Q

A B

FpDNADH (Q,b)

"NADH-deshidrogenasa"
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Comoqueda claro el sitio se extiende sobre el
sector comprendido entre la flavina de la "NADH-deshi
drogenasa" hasta Q ó el citocromo b.

Espectros independientes de absorbancia y fluores
cencia obtenidos por Chance (IV-8,9; VIII-l), en presen
cia y ausencia de los inhibidores ROtenona, Amytal,
identifican los varios componentesinvolucrados en las
transiciones sobre la "NADH-deshidrogenasa"como flavo
proteinas (ver Capitulo IV).

Sitio I de fosforilación
Rotenona
Amytal

NADH-éFp —.'»Fe--7\FpD ———(o, cit b) c,
D1 2

¿1' l .\.?Sitio S Sitio
tipo III tipo IV

"NADH-deshidrogenasa"

Chance y col. (VIII-1)

Comoel sitio de inhibidores es anterior al compo

nente flavoppoteico FpD2y estudios de E.P.R. con par
ticulas submitocondriales indican que el bulto de la
señal para el Fe no heminico, aparece del lado sustrato
del bloqueo por Rotenona (observaciones de Schleyer y
Lee (VIII-l), la posibilidad según Chance de que el Fe
no heminico contribuya a los cambios de absorbancia,

parece apreciable solamente para FpD1y no para FpDz.
Conrespecto a la posición relativa de sitio para

inhibidores y Fe no heminico Palmer, Horgan, Tisdale
y Singer (VI-21), encuentran que el agregado de NADH



149
Ja particulas submitocondriales bloqueadas por Rocenona,

Piericidina A ó Amytal, la señal atribuida al Fe no hemi
nico (EPR) de la "NADH-deshidrogenasa" aparece con un

30 % de disminución, atribuible a la desaparición de la
señal para la succinato deshidrogenasa (Fe no heminico)
correspondiente.

Señalan los autores que las resonancias paramagnéti
cas se superponon Y no es posible una estimación cuanti
tativa de las contribuciones individuales. Resulta el
siguiente esquema, que en cuanto al Fe no heminico, cor
cidiria con el anterior.

Amytal
Rotenona

5 2

NADH Fl ¿2:1?Fe Q ¿3. Fe 21*. c
I.........-.._._..-_._._..—-.. .J _ E l

"NADH-deshidrog" b Rotenona
y? Piericidina

' succinato
F1 E deshidrogenasa

¡

Palmer y col. (VI-21)

No se mencionan las condiciones experimentales y he
chos que llevaron a localizar un segundo sitio de acción
de muchamenor significación, ya que no está involucrado
en la "NADH-deshidrogenasa" que nos ocupa.

Por su parte Tyler, Gonze, Estabrook y Butow (VI-7)
concluyen que la señal E.P.R. g: 1.94 del componente
de la "NADH-deshidrogenasaúpuede ser identificado
comoun complejo que involucre al grupo flavina, gru
po III SH-reactivo y al Fe no heminico. El componente
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más próximoal sustrato resulta entonces involucrado en
la señal, dada la ubicación del grupo III reactivo al
mersalyl. Encuentran ademásun significativo decreci
miento de la señal en presencia de rotenona, durante el
estado estacionario aeróbico, relativa a la observada
anaeróbicamente. Desaparece un 50 % que suponen asociado
a la succinato deshidrogenasa y su proteina de Fe no
heminico. Lo deducen de los valores NADH+ Rot + Succi

nato y Rot + NADH+ ascorbato (este último agregado
para eliminar interferencias de citocromo oxidasa, Cu
oxidado).

Esta es la primera conclusión que aparece en la lite
ratura sobre el hecho de que rotenona impide la contri
bución de la S.D cuando se utiliza NADHcomo sustrato.

Comose observa, todavia no se habia planteado si
las contribuciones espectroscópicas a 460-500 nmy las
señales g: 1.94 E.P.R. para el succinato solamente invo
lucraban a la succinato deshidrogenasa ó algún compo
nente del sector "NADH-deshidrogenasa“. No encuentran
definitiva evidencia para la existencia de un compo
nente tipo ferredoxina y ubican los grupos III y IV
mersalyl sensibles según este esquema.

1°: Quérelación existe entre estos componentesfun
cionales SH- y el esquema de Chance?¿ Por qué sitúan el
SH- lento previo al sitio sensible a rotenona X?
En cuanto a la primera cuestión se citan concretamente
las asignaciones del propio Chance (VIII-l). Los grupos
sulfhidrilos tipos III y IV encontrados por Estabrook

D1
Estabrook (VI-20) recientemente observa una pequeña

se asignarian a Fp y FpD respectivamente.
2

contribución a 460-500 nmque persiste luego de reoxi
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ripo IV

g. =..1_-9..4_
Fe lento

NADH“..___¿> . i; Rot
Tipo 111w”; ' SH =“__ SH grápido ' Ï Flavina' ‘xs v'

. .-- - _ . _ _ _ / x .
(Pretrat.) '\\ \¿ Sistema o

6 citocromo' "’F""- :7.e '12!Succinato _.> ' SH
ráp.‘*'” . ._“uii__.u.

\ n- -"“ï‘ FlaVina ‘
Cisteamina l

Estabrook y col. (VIII-4)

dación de NADHen presencia de Rotenona. Coincide también

con un cambio permanente en el E.P.R., luego del ciclo
completo de oxidación del sustrato NADHen presencia de
rotenona. Estos cambios sugieren para los autores el
involucramiento del Fe no heminico en la inhibición por
rotenona.

Observan en presencia de rotenona más NADH(VIII-4)

un componente adicional, con un máximo de absorción a
432 nm (Descartan que se trate de citocromo b ya que no
aparecen las bandas visibles).

En condiciones tales que el NADHpueda oxidarse total
mente igual al trabajo (VI-20) anterior, dicho cambio per
manece luego de oxidada la flavina, en presencia de rote
nona. Si ahora se trata la preparación submitocondrial
comopara dar la inhibición al tipo IV de SH-, se reduce
la flavina, pero no aparece dicho cambio. Esto lleva a
suponer el sitio rotenona posterior.
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Si se compara el esquema de Estabrook y el de Chance
aparece la primera inconsistencia. Sitio rotenona ante

rior a FpD en el esquema de Chance, quien asigna a
dicho componente el —SHreactivo tipo IV. Em el esquema

de Estabrook aparece sitio rotenona del lado O2. Podria
pensarse que el establecimiento de una secuencia es di
ficil en el experimento (VIII-4) ya que la reacción con
mercuriales puede implicar cambios conformacionales
proteicos con el consiguiente ocultamiento de grupos de
óxido-reducción.

Palmer y col. (VI-21) en otras condiciones experi
mentales observa también la aparición de un pico a 430 nm
muylentamente, pero también las bandas visibles del
citocromo b y como suponen aerobiosis por la mayor oxi
dación final de la citocromo oxidasa atribuyen la re
ducción del citocromo b a un segundo sitio de inhibición
de menor significación.

En otro tipo de experimentos, Horgan, Singer y
Casida proponen el siguiente esquema (VI-19).

NADH——-—>NADHdeshidrogenasa -—ï7% (Q; cit b)

Rot
Amytal
Piericidina

Singer y col. (VI-19)

.. 14
El esquema se basa en que fiaada Rotenona C espe

cificamente a las particulas submitocondriales, si se
solubiliza la NADH-flavoproteinade Singer (VII-12) se
recupera una cantidad insignificante del inhibidor.

En general tanto el esquema de Palmer y col. como
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este de Singer confirmarian lo esperado, con relación a
ubicar el bloqueo por los inhibidores mencionados del

lado O2 del Fe no heminico de la "NADH-deshidrogenasa"
y prevenir la reducción por NADHde la succinato deshi
drogenasa, via reacción cruzada a través del segmento
inicial de la cadenarespiratoria (VIII-5).

Comose ha aclarado anteriormente (Cap. VII) la
NADH-deshidrogenasaes una organización compleja ligada
a membranay con propiedades caracteristicas en su es
tructura integrada. La solubilización de la NADH-deshi
drogenasa de Singer (VII-12) por tratamiento con fosfo
lipasa no excluye una acción del inhibidor sobre el
componente proteico funcional en su capacidad para
transferir electrones en la cadena. La cerrada estequfii
metria del contenido de flavina y rotenona ligada espe
cificamente, parecerian sugerir a los aubres a pesar
del esquema inicial, la ligadura a la NADH-deshidroge
nasa funcional particulada, y en dicho caso, en térmi
nos de secuencia de transferencia electrónica, insisten
en colocarlo luego de flavina y del Fe no heminico
(VIII-5), dentro de ella.

Pareceria lógico en este caso, un involucramiento
lipídico, sugerido por los autores en coincidencia con
postulaciones anteriores de Stoppani y col. (1-35),
Redfearn y King (VIII-7), Burgos y Redfearn (VIII-8).

Los hallazgos de Hatefi y col. (IV-26,27; VII-14a,
b) introducen un cambio en la nomenclatura del sector.

Se describen en el Capitulo IV y VII las evidencias
que llevan a postular una hierro-proteina, asociada a
la NADH-deshidrogenasa de bajo PM (VII-5) (a su vez
flavo-hierro-proteína) y que en presencia de los inhi
bidores conocidos darían respuestas espectroscópicas



comparables a las de Chance (IV-8,9) en el sentido de
dos componentes de óxido-reducción separables por Bote
nona, Amytal sobre la NADH-deshidrogenasa. Aqui no cabe
la posibilidad de la contribución de la succinato deshi
drogenasa, ya que se ensaya sobre el complejo particu
lado I de Hatefi (VII-13,14).

ÍRot
lAmytal

NADH——e>Fp Pieric. IP (Q, cit b)
—————-7!.

Hatefi y col. (VII-l4b)

A pesar del aislamiento de estos componentes pro
teicos separados, no está claro si IP contribuye ó no
a la señal E.P.R.

Desde luego que si todo el Fe no heminico se redu
jera antes del bloqueo, quedaria con un papel dificil
de explicar una hierro-proteina posterior cuyo Fe no se
redujera funcionalmente. Podrian haberse estimado ante
riormente sin embargo comocontribuciones del Fe no he
minico de la succinato-deshidrogenasa. Por otra parte
los hallazgos de Hatefi y col. (VII-5) y Máckler y
col. (VII-lO) apuntan a la existencia de más de un com
ponente proteico en la llamada "NADH-deshidrogenasa"
asociados íntimamente y separables por procedimientos
que no rompen ligaduras covalentes.

En el esquema de Chance el componente Fp con todo

el Fe no heminico, parecería ser equivalente a la NADH
deshidrogenasa de Singer (VII-12) comoasí también lo
interpreta Slater en una discusión reciente (VIII-9).
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En cambio en el esquema de Hatefi, componente I de la
NADH-deshidrognngsasignificaría la flavohierroproteina
aislada por el mismo(VII-5).

En nuestros resultados de los experimentos espectros
cópicos a 460-510 nm (Figura IV-20) es evidente que en el
sistema con ascorbato, (donde por lo menos puede conside
rarse seguro el que hoyhaya interferencias de la parte
alta de la cadena) la interpretación de la existencia de
un segundo componente redox de la NADH-deshidrogenasa

envuelto en la reducción por succinato en presencia del
inhibidor se basa exclusivamente en las evidencias de

Chance (IV-8,9) y Hatefi (VII-l4b) que parecerian esta
blecerlo sin dudas. Los resultados cinéticos sobre la
falta de competencia al sitio de entrada de quinonas y
el estado de oxidación del segundo componente en el sis
tema bloqueado, parecería hablar en favor del no involu
cramiento de dicho componenteen la inhibición por estil
bestrol.

Los ensayos de preincubación del Capitulo VII si
bien muestran modificaciones en la actividad de la "NADH

deshidrogenasa", presumiblemente al componente I, en pro
teinas íntimamente asociadas no puede descartarse la misma
acción, por ligadura a un sitio próximo que desencadenara
cambios durante el tiempo de preincubación. Son necesa
rios nuevos experimentos para decidir aún la cuestión.

Sin embargoparecería poder concluirse que el sitio
de inhibición se situaria sobre la NADH-deshidrogenasa,
en la proximidad del componente I.
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yaturalega de la inhibición

En cualquier estudio cuantitativo con inhibidores es
importante determinar la reversibilidad de la inhibición
ó de los efectos medidos. La pérdida de actividad enzimá
tica puede estar asociada con algún tipo de inactivación
sobre la enzima, cuestión que se descarta si la activi
dad puede ser restablecida por remoción del inhibidor.
Por otra parte en ensayos cinéticos, las formulaciones
dependen de si la inhibición es rápidamente reversible
ó no, comopara alcanzar el equilibrio.

Para inhibidores con altas afinidades por la enzima
comoparece ser el caso del estilbestrol, la cantidad
ligada a la enzima es una fracción despreciable de la
total y la concentración del inhibidor libre, puede ser
tomadaigual a la concentración total. Esto podria expli
car que en soluciones concentradas de enzima, dependiera
el efecto observado en algún caso, de la relación enzima/
inhibidor.

En nuestro caso, en los ensayos cinéticos realizados,
el efecto depende exclusivamente de la concentración del
estrógeno en la muestra y se revierte espontáneamente por
dilución de la mezcla enzima/inhibidor.

Esto ademásde confirmar la naturaleza reversible
de la inhibición, descarta cualquier tipo de ligadura
covalente del estrógeno y enzima, pudiéndose admitir
solamente una asociación temporaria quizás en la fase
lipoproteica y en equilibrio con la concentración en la
muestra de reacción. Aunquese conocen casos de inhibi
ción reversible, donde el inhibidor actúa exclusivamente
por su concentración en la mezcla independientemente de
la concentración de proteina no necesariamente ocurre
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asi en la mayorparte de las inhibiciones reversibles, y
es sugestivo que se haya encontrado igual comportamiento
para el NADHen su efecto de preincubación con partículas
submitocondriales (VIII-4).

Efectos comparativos del estilbestrol y rotenona

En general no se observan diferencias en los siste
mas utilizados en las respuestas frente a rotenona ó
estilbestrol, en coincidencia con un idéntico sitio de
acción para ambosen la cadena respiratoria mitocondrial.

La presencia de ferricianuro ó ascorbato en el medio
parecen determinar ciertas diferencias en el comporta
miento. Los efectos observados podrian ser indicativos
de acción sobre distintos grupos dentro del mismocompo
nente proteico ó mecanismosdistintos sobre idéntico ó
diferente grupo, lo que no resulta inesperado, dada la

. . ldiferenc1a de estructuras.

El estudio del mecanismo de conservación de energía
en el sector NADH-deshidrogenasa, supone la elección de
métodos de ensayo satisfactorios que aseguren el ensayo
de fosforilación oxidativa al primer sitio especifica
mente. Las preparaciones aubmitocondriales utilizadas en
nuestro trabajo, mantienen la posibilidad de producir
reacciones dependientes de energia, salvo la transferen
cia final al ADP(1-127-129). Estas reacciones, trans
porte iónico, flujo inverso, etc. si bien se supone que
comparten algo del mecanismocatalítico de la fosforila
ción oxidativa, no está probado que utilizen el mismo
camino en forma completa, de tal modo que en el caso de
querer establecer una acción específica al primer sitio
habría que utilizar particulas fosforilantes y sistemas
1La rotenona no parece tener efecto sobre las reacciones
de transferencia de energia (VI-1,2), mientras existen
datos a favor en el caso de esteroides (Boveris y Sto
ppani).
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de fosforilación especificos para el sitio I. El trans
portador en el segmento "NADH-deshidrogenasa" que forma
el primer intermediario de alta energia (A ,c) en térmi
nos de la hipótesis quimica ó la composición del "loop I"
(en términos de la hipótesis quimio-osmótica) es descono
cido por el momento. Butowy Hacker (VIII-lO) sugirieron
recientemente el Fe no heminico a este nivel. Esta supo
sición se basaba en que la o-fenantrolina era capaz de
inhibir 50 %la actividad de la NADHoxidasa, sin afectar
la actividad de la succinato oxidasa y esta inhibición

desaparecería por agregado de AD?+ Pi ó desacoplántes,
lo que recuerda el control respiratorio (VIII-ll).

Pullmany Schatz (VIII-ll) revisan también lo rela
tivo a sitio I de fosforilación y sensibilidad a rotenona
en levaduras. Recientemente Ohnishi, Hacker, Schleyer y
Chance (VIII-12) agregan algunas novedades en este campo.
Se sabe que el sitio I de fosforilación y la etapa sensi
ble a rotenona no existen en particulas submitocondriales
de levadura de panaderia (Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomycescarlsbergensis (VIII-l3-l5) estando presen
tes en cambio en partículas mitocondriales de Torulopsis
utilis (VIII-16,17). El estudio de la organización de
ambas cadenas en la región NADH-deshidrogenasa, puede
aclarar aspectos vinculados con ambos problemas. En la
región NADH-deshidrogenasade la cadena respiratoria de
T.utilis, se encontró funcional al sitio sensible al mer
salyl tipo III, así comola caracteristica señal E.P.R.
g = 1.94 para el Fe no hemínico a ese nivel. No se encon
traron en S.cerevisiae (VIII-12,18). Esto sugiere una
correlación entre presencia de ambosgrupos, con apari
ción de sitio I de fosforilación y etapa sensible a ro
tenona y otros inhibidores, Es de hacer notar que estos
grupos se sitúan sobre la "NADH-deshidrogenasa"en el
componente I para cualquier esquema.
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Probable mecanismo de acción

Los experimentos de preincubación, sugieren con las
salvedades apuntadas, que la acción del estrógeno pudiera
deberse a un cambio conformacional proteico, mecanismo
ya enunciado comohipótesis general para interacciones
esteroide-enzima por Yielding y Tomkins (1-78) y postu
lada por analogía comoposibilidad para la acción sobre
la cadena de transporte por Pullman y Schatz (VIII-ll).

Green y col. (1-70) concluyen recientemente que "la
perturbación por estilbestrol lleva a la membranainterna
mitocondrial a una transición de tubular a vesicular, a
la pérdida de capacidad acoplante y a la pérdida ó modi
ficación del transporte de electrones". Apareceria así
la inhibición del transporte comoun efecto secundario
de la acción del estilbestrol sobre la membrana.Las con
centraciones utilizadas de estilbestrol en estos trabajos
eran del orden 150-200;uM. Stoppani y Vallejos (I-48,51)
ya habian aclarado que los cambios físicos mitocondria
les revelados por "swelling" ó sea alteración de la es
tructura mitocondrial no producían por si, las respues
tas metabólicas de los estrógenos. Stil M.M.E.afecta
poco a la respiración y es un poderoso agente de "swe
lling".

En nuestros resultados la actividad ó transporte de
electrones en las partículas fraccionadas, sometidas pre
viamente a acción de detergentes (colato) y con casi to
tal pérdida de proteina estructural resultaba sensible
al estilbestrol. Comose dijo anteriormente estos efectos
sobre membranapodrian situarse dentro de acciones no es
pecificas a concentraciones próximas ó sobre l x 10-4 M.
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Los datos obtenidos en nuestros resultados sobre la

base de utilización de análogos, en el caso particular
del estilbestrol parecen determinar que la acción esta
ria asociada al númeroy posición de oxhidrilos fenóli—
cos en la estructura del estilbeno, cuestión también
encontrada por Stoppani y Vallejos para mitocondrias
fosforilantes (1-51).

flilliams-Ashman (I-25) habían sugerido que una forma
de radical libre de los estrógenos fenólicos podría ser
vir comotransportador de electrones.en otros sistemas.

La conocida existencia, aunque no aclarada de grupos
disulfuro pertenecientes a la "NADH-deshidrogenasa",
como tales ó con ligadura a Fe

S S_cys + "S
\. 1/.

'Fe_ Fe_/

a‘S fi 'S cys +

(VIII-19)

y los resultados obtenidos en presencia de ferricianuro
y ascorbato permitirían la postulación de un probable
mecanismo de acción.

El estilbestrol actuaría en este sistema por su capa
cidad según la reacción I de transformarse en una doble
quinona y dos átomos de hidrógeno (H.) capaces de donar
a un sustrato orgánico adecuado, un electrón cada uno y
dar dos protones según la ecuación

H. -————— H+ + 1 e
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El mecanismoelectrónico de la reacción I es el
si iente:
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El agregado de ácido ascórbico potenciaría al sis
tema por regeneración del difenol (reacción II), a par
tir de la doble quinona y al aumentar asi su concentra
ción total por encimade la inicial, se explicaría la
mayoractividad del sistema ácido ascórbico-estilbestrol
que el de estilbestrol aislado y también el hecho de que
el ácido ascórbico no actúe en ausencia del estilbestrol.

Se ha observado experimentalmente que el monometil
éter del estilbestrol actúa con la mitad de la efectivi
dad de este compuesto y que el dimetiléter no actúa en
correlación con la actividad fisiológica. Es evidente
que la acción es proporcional al número de oxhidrilos
fenólicos libres sobre la estructura del estilbeno. La
interferencia de los grupos metoxilos se explicaría en
base a la siguiente ecuación I'

CH CH
.25 I, 25

Ho—//\__:_\>—<I3=c—</:/\\oc IIS-eo=<:\/-'c|3-5—</}o c H3+ H.
/

C2 H5 02 H5

Se formaría todavía un átomo de hidrógeno, en vez de
dos, pero el otro electrón no apareado quedaría sobre un
átomo de carbono del producto de la reacción I' y sería
muchísimomenos reactivo porque puede establiizarse por
resonancia según estructuras del tipo
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Lo fundamental es que produciría un sólo átomo de
hidrógeno (H.) en vez de dos como en la reacción I.
Finalmente de emplearse el dimetiléter es de esperar la
formación de bis radicales libres sobre átomos de car
bono del tipo:

c2 H5

o l O
/ ———-"' o C

c¡13o<:>—c q3
02 35

02 HS

‘ rie!

3 . if,Ï -———
3'" c H

2 5

pero no hidrógeno (H.) y por lo tanto no habria reacción
con la enzima lo cual efectivamente se observa. En la
enzima el mecanismo básico de interacción con los átomos

de hidrógeno puede representarse asi
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“ (iProt -—S : S -- Protï" ÏÉ;2 Prot -— S.

i . .__._ ..__-.._ __., .

III) Enzima

3 2 Prot ——s. + 2 2 Prot SH":2 Prot se"+ H
(Prot Sz)

ó también

H."::__’__¿;‘.H++ 1 electrón

III' Prot h— S : S ——Prot + 2 e “¿:É> 2 Prot ——S 5

Prot — sc" + H+ ¿jj? Prot ——SH

Ambasson mecanisticamente equivalentes, pues señalan
que el átomo de hidrógeno producido en la reacción homo
litica I (por radicales libres) es un reductor (tomaun
electrón al sustrato orgánico que es la enzima). Cabe
señalar que se ha ejemplificado esta interacción como
ocurriendo con un puente disulfuro pero que los hechos
experimentales son consistentes con que se pudiera pro
ducir en otro tipo de unión reducible de la enzima como
el representado anteriormente (VIII-19). Experimentos
con preincubación y por lo tanto no directamente compa
rables parecen sugerir que se formarian grupos sulfhi
drilos libres, ya que se observa una reactividad aumen
tada con mercuriales. Se ha observado finalmente, que el
ferrioianuro interferiria la reacción.

Las ecuaciones IV señalan la formación en este caso,
de un nuevo sistema redox, superpuesto al III ó III',
que competiria con el radical libre Prot-S. por el
electrón cedido por el átomo de hidrógeno
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x Fe (CN)6'E + l elect mn} Fe (CN)6t Z i

Iv 2. +
l H.-«»¿ H + l electrón«_m»m¿
K.

Esta hipótesis seria válida exclusivamente para el
estilbestrol y análogos, aunque en correspondencia con
los requerimientos para su actividad estrógenica. Los
estrógenos naturales no parecen requerir OHfenólicos
libres, comolo prueba la acción de los dimetil deriva
dos del l73-—estradiol.

No existe evidencia concreta para esta postulación
pero los hechos experimentales pueden por el momento
explicarse en base a ella. Las uniones covalentes - S:
S —u otras reducibles de la proteina ó susceptibles de
ataque por H. , producirian el cambio conformacional
proteico ya postulado. Nose excluye la posibilidad
dentro de la hipótesis de que el complejo mecanismo de
transferencia de electrones al sitio I fuera interferido
por este proceso y el cambio conformacional fuera una
consecuencia de dicha acción.

Nuevos experimentos daráfi validez ó no a la suposi
ción. Noseria dificil una acción del ascorbato sobre la
etapa enzimática involucrada en la inhibición y en dicho
caso seria probable una potenciación de la acción de más
de un inhibidor al mismositio.

Estas interpretaciones serán útiles comohipótesis
de trabajo y permiten el diseño de nuevos experimentos
para esclarecer el estudio del tema tratado.
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Conclusiones

1.- El estrógenosintético dietilestilbestrol (Stil)
tiene efecto inhibidor sobre la actividad de la cadena
de transporte de electrones, cuando el sustrato utilizado
es el NADHno asi el succinato ni el menadiol.

2.- Los I50 obtenidos para los efectos sobre los dife
rentes sistemas ensayados son: 0.75 HMpara el sistema
NADH-oxigeno; 2;uM para NADH-citocromo b y 4 MMen el

caso de NADH-Q2reductasa.

3.- La inhibición depende de la concentración del
estrógeno en el medio de reacción.

4.- La inhibición es reversible por dilución de la
mezcla enzima-inhibidor.

5.- Noexiste ligadura covalente del inhibidor con la
enzima sino solamente una asociación temporaria.

6.- a) Los efectos del estrógeno sobre la reducción y
aparente oxidación del b tanto en sistemas aeróbicos como
cerrados por inhibidor terminal (cianuro), son la conse
cuencia de la inhibición del flujo de electrones desde el
NADHen una etapa anterior al mismo. El citocromo b se
descarta comositio de acción fundamental.
b) Con relación a la flavoproteina el sector NADHdeshi
drogenasa se resuelve en dos componentes redox, uno del
lado sustrato (comp. I) y otro del lado oxigeno del sitio
sensible (comp. II). El succinato reduce al segundo com
ponente, más la flavo proteína succínica.
c) En el segmento NADHnQreductasa el tratamiento ciné
tico permite descartar una probable competencia con la
quinona. El estado de oxidación del segundo componente
redox antes mencionadojunto al resultado de inhibición
no competitiva a dicho sitio excluyen al segundo compo
nente comositio de acción del inhibidor. Aparece una
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actividad NADH-Qoreductasa a altas concentraciones de
quinona, insensible al Stil.
d) Otras reacciones que involucran directamente al grupo
flavina comotranshidrogenación y ferricianuro reductasa
no resultan afectadas por el estrógeno. El grupo flavina
no es el sitio de la inhibición.
e) En experimentos de preincubación Stil modifica algunas
propiedades de la NADHdeshidrogenasa funcional particu
lada que sugieren un cambio conformacional. En correla
ción con estos resultados se encuentra reactividad au
mentada a mercuruales luego de preincubación.
f) Se localiza así la inhibición en el sector NADHdes
hidrogenasa sobre ó próximo al componente I, excluyendo
al grupo flavino.

7.- El ascorbato potencia significativamente la inhi
bición por Stil.

8.- El ferricianuro parece interferir la inhibición.

9.- Los análogos del estilbestrol actúan con la
misma especificidad sobre la NAEH-oxidasa, NADH-cito
cromo b y NADH-Qreductasa. La acción resulta proporcio
nal al númerode OHfenólicos libres, siendo los dimetil
éteres inactivos.

10.- Se observaron respuestas análogas de Stil y ro
tenona e inhibición aditiva cuando se utilizaba junto con
el estrógeno. Esto indicaría que ambosinhibidores actua
rian sobre el mismocomponente enzimático, no necesaria
mente sobre el mismogrupo. Diferencias encontradas en
presencia de ferricianuro y ascorbato hablan a favor de
un distinto mecanismode acción, lo que no resulta ines
perado en vista de la diferencia de estructuras.



11.- Se postula un probable mecanismo de acción
aunque exclusivo para el estilbestrol y análogos, pero
en correspondencia con los requerimientos para su acción
estrógenica'

Oocn» . m. STOPPAN
c QUIMchBlow“
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