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La exietensia de mecaniemosde aontrol en los
pnntoa»alavi de la enrevesada red de reacaiones quimi-
cas gque constituyen el actabotitmq,ﬁl’lalbaag dqubu;u
fgaqienami;nta de ta abuyt£aé&¢ mdquing éuc supone un
"osr'éﬁva. | |

Este aontrol se realisa a travée de pr{#&fﬁag’
cnx£mé#£adl‘qu§ son lae Qua'ataguvan’1¢‘aahar¢netaﬁfiu‘ ;:
etonal de catot aintcmaa, por lo que ss pu¢d¢ aaoyurar:fj;
que toda estruotura teleondmica de un ser vivo, desds   ;?
ol punto de vista estructural y funetonal, puede, au'f7ﬁi’

f pr&naipia, ser analizada en términos di fnsaraaaiantt‘

eotereospestifioas entre protefnas y otras uatlautaa¢,;;¥i

En la dléima déoada se ha produeido un'«vﬁn&c"; 
espectacular en nuestros somceimientos acerca de 13, -ﬁifi
numaraaoi procesce de rdgulaoién y de las funaiani¢: a,-_

' ucﬁabdliaa: que tienen lugay en la eélula.

El pressnte trabajo pratcndt apar#ar nscvot \
datoe que aysuden al eselareaimiento del uc¢auioma de j . f
regulacidn de la nitrato reductasa, que e8 uno de &lc s

numercsos ejemplos de ensimas ouya actividad estd tow f;f

metida a regulacidén metabdliea.
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Los organismos que utilizan nitrato como fuente de
nitrSgeno poseen une Gnlcs via de reduccidn de sstes compuey
to, la cual esté constitulds por dos pasos enximiiticos sucg
ne un camblo en ¢! némero de oxldacifn del ltoq@‘¢§’attrlgg
no de +5 & 43 y esté catallzado por la nitrate reductass,
que realiza la transferencia de electrones desde un pfriifa'
nucleStido reducldo hasts ol nitreto. El siguiente paso, la
conversién del nitrito » amonio, estd catallzado por la ni-
trito reductass y lleve consigo un cambio en el nidmero de |
oxidacién del #tomo de nltrSgenc de 43 » -3, es decir, o3
necesaria la transferencis de 6 electrones pars qus esta rs
duccién tenga lugar. En sl presents tradbajo hemos dedlcade

nuestras atencidn solamente o la nitrato resductasas,

" La diferenclia miés aparente entre las nitrato redug
tasas de distintos organismos consiste en la distinta espe-
cificldad para el donador de electrones que utilizan en la
reduccién de! nitrato. Las nitrato reductasas de bscterlas
(1,2,3) v de algas y plantas supsriores (4,5,6) utilizen es
peclflicamente NADH, mlientras §uo les de hongos reqularen

NADPH como donador de electrones (7,8,9,10). Mo obstante la
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distinta especificidad por los piridfa nucleStidos reduci-
dos, las nitrato ruductn:at de estos orgsnismos pcﬁa;u unas

caracterfsticas funclonales muy similares.

Nitrato veduotasa de algas y plantas supsriorves.

Ls nitrato reductasa de algas y plantss tu’crlorﬁs
es un complejo enzimStico con dos actividades parciales qa.
uo‘pnndiu ensayar Iadavouétnmt#nant'. La pflu@vu'nﬁt!v!dui
es una NADH-dlaforasa que cati!t:u ] ] truuiftrun&(u de eleg
tranasluqtag el NHADH 2 la sngsnda porcién del complajo, o
blten » clertos nccp:uéns dayntectraaﬁs‘aonc tén el cltoero-
mo ¢, ol ferriclanuro o sl 2,6-diclorofencl~Indofencl (11,
12). La segundes actividad del complejo, rnﬁg~nltruto reduc~
tasa o nitrato reductasa terminal, contiens molibdeno y pus
de utllizar como donador de electrones pars la reduccién de
nitrato 1a porcidn diafordsice reducids por NADH, o bien

flavin nucleStidos o viol&genos reducidos (13).

Apsrentements la nitrato reductasa es una flavopro-
tefns que contlene FAD como grupo prostético, el cual es ne

cesario para que se manifleste 12 actividad NADN-dlaforass
{14,18).



‘L nitrato reductasa de espinacs se Inactiva por
el reactive de grupos sulfhidrilo pB (14,16). La sctivi~
dad NADH~diaforasa del aonptoju onztnlttca es nuy ntnt! -
ble a este rcaetlvo. Yy su ptrllda va ‘canpaaada dt !:
Insctivacién de la NADH-nitrato reductasa; la uoguada ae~

tividad parclal del coapl;}a puede tanﬁl‘n lnuat!var!c |

por pMB, paro es mucho menos ;cns!b!c s este r.nut!ve quu :

la dtafora:a, y por C‘ld su ‘naet!vac!én rcqnlotc cenaau-
traciones ro!attvancato altas de pNB (%7,!8). Se hnn nn *,

coatrada cfoctas scua]uatn: tabro ia nttrata raduat:la dc;

Anklistrodesmus braunti (19) y de ch!grtliu fuscs (ze}.szgj

tos resultados !ad!cnn 1a existencla de grupos sulfhidei~

1o en qt'tbnp!&jn‘ﬁnt!m‘ticn y c¢mo la modificacién cen

pMB de los grupos miés reactivos produce !a‘!éaativuttﬂn'

de la NADM-dlaforasa. El NADH protege a la nitrato ridu¢~

tasa é0‘8§l¢r§!3i {20) yjospiaaeu {(18), ¥ el FAD solo 2
la de espinaca (18), de 1a Inactivacién por pMB. |

La NADM=dlaforasa tamblén se Inactive al mantener
la preparacién a temperatura anbinntn en ¢ontacto con el
alre {21). Los t!elos pratog‘n e la 3Abﬁ-¢taforasa de ls

!naei!vaelﬁa. lo cual Indlca que Esta se debs a !a oxldae
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c¢i8n de los grupos sulfhidrilo antes menclonados (22). EI
NAD®, NADH y ADP, pero no el NADP® y NADPH, protegen tam-
bién de la Inactivecién espontéines (23) probablemente al
hacer inaccesibles los grupos sulfhidrilo que se discuten,
_blen: Indirectamsnte por efecto de un camblo de conforma -
cién del enzima, © blen porque los grupos -$H pertenscen

~al sitio de unlén de los compusstos menclonados,

- Tamblén es sensible 1a NADH-dlaforasa, tanto de

Chiorella fusca (1S), como de espinaca (18) a) tratamlien-

to térmlico, puesto que el calentamlento a ﬁ;‘c'dﬁrngtt 5
 n!aﬂto£ iar!atcttva completaments. Sin embargo este trats
miento no afecta s la FNH,-nitrato reductass, E1 FAD &
concentraclones muy pequefas (!° uR§~pretn;¢;tata!dcato

de la Ilnactivaclién (15).

El complejo nitrato reductasa coat!qn‘ molibdeno
Yy 1a presencla de este metal es necesaria pars que mues ~
tre actividad de FNH,-nitrato reductasa (24,25). $1 el mo
1tbdeno se sustituye por woifrlntc. se obglcuc un epupqu
Jo carente de esta actividad percial y, por tanto, de ta

NADH-nitrato reductasa (26,27).



La rﬁni~n3tratc reductasa, pero no 1a MADH-dlafo~
rasa, se Inhibe por clanuro, carbamil fosfato y azide (18,
20). La Inhiblcién por estos compusstos es de caracter com

petitivo con respecto al nitratoe (28),

Vennesland y Jetschman, 1971 (29), al smatener
una preparacisn activa de NADH-nitrato reductasa de Chiore-

11a vulgaris en presencia de MNADH, observaren un descenso

de esta actividad enzimftica. En sque! tiempo no se pudo
dar una explicacién a este hecho. Por otra parte Vega et
al (20) mostraron que ol efecto inhibidor del cianuro sobre

Ia nitrato reductasa de Chlorella fusca era mucho mayor

cuando el enzima, previamente a la adlicién de clanure, se
habfa Incubado con NADH. EStuitnhlbtciéa ue‘iqgjftmfnnhn‘
al pasar la preparacién tratads con NABH y a!ahu?e pék’30~
phadex 6-25, a dffuranéli‘dc 1o que ocurrfa cuando el en-
zima se habfa Incubado con clanuro solo. Sin embargo, 1a
actividad enzimética podfa recuperarse por adleién de fe-
rriclanuro, 1o cual parecla Indicar que algunas propleda~
des del enzima, eoné es la alinidad por el clanuro, son

dependientes Jii astado oxldado o reducldo de le protefna,

17



Debido a que no se ha lograde purificer tedavie
el complejo NADH-nitrate reductass da algas y plantas su~
perfores, se tisnen pocos datos acerca de su estructura,
No obstante se ha determinado por flltracifn en agsrosa
s! peso molecular del enzima de Chlorells fusecs (30) y e
pinacs (31), que es slrededor de 500.000. Otros autores
han dado valores simllares (500.000-600.000) pars el enzl
ma de hojJas de trigo (5) vy valores submultiploes pars enx]
mas 4¢'wtrt;das orfganes: 230.000 para e} de Raarasgug§,
crassa (8) y 160,000 para ol do mafz (5); lo cual suglere
que el complejo enzimftico tenga un carfcter aligomérico

con distintos grados de agregacidn (6).

Hedlante sxperimentos en los que se utilizaron
de forma paralels técnlcas bloquimicas y gendticas de com
plementacidn In vitro, el grupo de Nason (32,33,38) ha
puosto de maniflesto que la HADPH~-nitrato reductasa de
Neurospora crassa os un heteromultfmero formsdo por, al
menos, dos subunldades distintas codificadas por genes di
ferentes. Se han encontrado c¢inco genes distintos para s
nitrato reductass, por lo que pudieran ser mfs de dos les

subunidades que la Integran. Una de estes subunldades, de

18



peso molecular 50.000, es de naturaleza Inducible y pare-
ce ser la NADPH-dlaforasa. El segundo componente, fﬂn3~nl
trato reductasa, es una subunidad constitutiva que se en~
cuentra presente en su forma lnactiva, & menos que se com
bine con la subunidad NADPH~dlaforasa, Estos autores con-
siguleron restablecer In vitro la actividad NADPH-nitrato
reductasa al Incubar el sxtracto de un mutante con sctivi

dad NADPH-dlaforasa, pero carente de actividad FNN,-nitrs
| to reductasa, con extractos de otros mutantes que ﬁﬁ_ykc-
sentaban ninguna de las dos actividades pnrcfa!ca‘dii com

plejo. También pudieron asocliar la subunidad aaapuad;:fa-

rasa de Neurospora crassa con las subunldades con nv)tbég”‘

no de otros mollbdoenzimas como son la WADM-nitrate redug

tasa de Setarla faberil, 1a nitrato reductasa resplirato =

ria de Escherichla coll, 1a aldehlido y la sulflito oxida ~
sas de higado de buey y las nltrogenasas procedentes de

Clostridium pasterianum y Azotobacter vinelandil y del

bacteroide Glicine max, del nédulo de cebada, todos los
éua!os hasfa# sido previamente separados en subunidades
medfante tratsmlento con &cldo. En todos los casos se pu-
da‘éastab!aetr la actividad de Q:tat{iaxiaos que utiliza~

ron NADPH en lugar de NADH cano‘éonador_dn electrones por

19



posser la subunidad NADPH-dlaforasa de Neurospora.

De scuerdo con estos resultados podemos conclulr

que 1a nitrato reductesa de Neurospors crasss, y posible-

mente de ia generalidad de los organismes que asimilan nf
trato, estd constitulda al menos por dos subunidades, cn~’
da uns de las cuales posee una actividad enximftica. Por
otrs parte, la subunidad que contfene molibdeno es funcio

nalments andloge en todos los mollbdoenzimas estudlados.

La reguifacifn de la sintesls de la nitrato redug~
tasa ha sldo, y sligus slendo, un tems muy discutido hnh!ﬁa
dose propuesto une gran cantlidad de compuestos como Induc~
tores o represores nutricionales de su sfntesis. Actualmen
te, ia mayor parte de los autores afirman que en plantes
superfores el nitrato actda como Inductor nutricional de
este enzima (35), sunque los experimentos res!lizados no

son totalmente convincentes.

Sin embargo, los dos enzliwmes del sistems reductor

del nitrato en Chioralla fusea, os decir la nitrato y ls




nitrito reductasas, estén sujetes s represién nutriclionsl
por amonio (36), ys que, cuando se sfade asmonio & un me -
dlo con nitrato, los valores de la nitrato y la nitrite
reductasas, asf como de la diaforasa, desclenden notable~
mente, mientras que la eliminacién del amonio devuslve
Jas actividades enzimfiticas hastas sus niveles originales.
Este recuperacisn de 1a sctividad es sensible a Yo clelo~
heximids, lo cual Indicas que se requliers paras ella !iitfg

tesfs "de novo" de protefna. En Chlamydomonas reinhardl

se hs encontrado un fenSmeno semejante (37).

Adam8s de ests regulacién de la nitrato reducte-
s madlante represién nutricional de su sfnteslis por amo-

ndo, se ha sncontredo otro efecto muy Intseressnte de aste

conpuesto sobre la actividad del complejo NABH«nltrato re

ductasa. La adlelén de smonio & células de Chlorella que
crecfan logarTtmicamente en un medlo con nitrato, provocé
1a dessparicién de la actividad Fﬁaznnltratu reductass vy,
en consecuencla, de la NADH-nltrato reductess, sin qus se
sfectase la NADH-diaforass. Al eliminar el amonic de} ma-
dlto de cultivo, se recuperS répldamente el nivel Inicial

de ?ﬂﬂz-nitrata reductesa. La resctivacién In vitro del
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enzima itnactivo, obtenido de un cultive tratade con smonlo,
se consliguié manteniendo el extracto crudo a 0-5%C durante

algunas horas (38).

En contrasts con }os resultados anterlores, el gru

po de Vennesland ha sncontrade que la nitrato reductasa de ;

Chlorella vulgaris se obtlene slempre Inactiva en ol extrag
to crudo, sunques puade ser resctivada en preseacia de nitra

to y fosfato a pH bajo (29).

La nitrato reductasa del a!go'tarmauetilftta Cyani-
dlum caldarfum (38), como la de Chlorells fusca (36), se ob-

tiens en forma Inactiva despuls del tratamiento del cultive
con amonlo. Esta forma I(nactivs puede reactivarse por calen-
tamlento & 753C del! extracto crudo. Tambl&n se conslgue una

clarta reactivacién con fosfato, urea y phs (38),

En nuestro laboratorio se ha encontrade qus el feo-
rricianuro provoca la reactivacién de la nitrato reductass

tanto de Chlorella fusca (39) como de Chlamydomonas reinhar-

dl (37). Posteriormente Vennasland ha descrito la resctiva-

clén por oxidentas y la Inhiblcién por CO de easte proceso
(40).



Todos estos resultados apuntaban a que ol snzims
oh:tn!do insctivo In vivo, por la presencla de amonlo en
el cultivo, se encontraba en un estade reducido y que su

oxidacién in vitro Te devolvia la sctividad,

El smonlo es un conocido agente desacoplante de la

fotofosforilacién no clfelicea (41), Es interesante quu—otf@

agente desacoplante de la fotofosforilacién, como as el ar-

senlato, provoque la Insctivacién de 1a sagunda mitad del
complejo NADH=nitrato reductasa exactamente Iguasl gue el
smonio (k). Este efecto Inactivants sobre la nitrato redug
tass In vive ', tanto de) amenioc como del arssnisto ha sldo
explicado por Losade st al (42) admitiendo que estos com~
puestos, como consecuencis de su efecto desacoplante de la
fotofosforilacidn, producen uan scdmulo de poder reductor y
ABP en la células y qus este poder reductor es sl responsa~
ble de 1a tnactivacidn sl producir la reduccidn del enzims.
Esta interpretacidn se apoya en unas serie de experimsntos
en los que se sometieron las ciélulas de Chlamydomonas rein-
ard]l a unas condiciones que modificaban su nivel de oxido

reduccién. Las condlicliones que favorecfan la acumulecién en

ol ]



1a cllulas de poder reductor, como es la snasreblosls, pro~

dujeron 1s Insctivecién de la nltrato reductasa alin en au~

sencla de amonio o arsenlato. Por otra parte si, cusndo es

tos compuastos estaban presentes, se impidlé ol acimulo de

2 &

NAD(P)H ahedliendo al cultivo menadions o DCNU, o bien se

mantuvo #ste en la oscuridad, la [nectivacién no tuvo lue~
gar (42). Estos resultsdos sugleren la existencis de un me
canismo de regulacién dependiente del nivel redox en s ci

lule.

Los detos anterliceres, asl come las Qna se pressn~
tan en este trabelo acercs de ls inactivacién (n vitro de

Tas nitrato reductasss de Chlorells fusca vy Spinsces ole-

ragea, Indican que 1a nitreto reductass de algas y plantas
supericres se encuentra en dos formes moleculares distin ~
tes, une oxidade que es activa y otras reducida que es la

inactiva, siendo ambas formes Interconvertibles.

La inteveonversidn ansimdtica eomo un mecanismo de regula~

otdn

Ys aque 1a nitrasto reductasa parecs estar regulads
por un mecanismo de Interconvarsién, presentamos ahors un

resumen de los aspectos mis sobresalientes de las intercon



versiones enximfiticas deascritas hasta shora.

Los enzimas Interconvertibles existen en dos for-
mas moleculares distintas, con prop!ddadnt cotaliftices di~
ferentes. A la forma catalfticamente wnis asctive an condi -
ciones flsloliSglicas se le designa como fotui a, glcatrtn

que & 1o menos sctive se 1o llans forms b,

La interconversi&n sntre las dos formas del enzi-
ma tlene lugar medliante una modificecifn quinice de la pro
tefne, 1a cual lieve consige la formacidn o ruptura de un
enlsce covalente y 1o adlclén o ellnineclén de un grupo o3
peclfico. Las wodificaclones aulmicas conoclidas hasts sho-
ra que producen Interconverslén son: fosforilacidn, encon-
trada en Ia glucSgeno fosforilasa (A3,44), glucSgenc fosfo
rilasa b quinase (A45,48) y glucSgeno sintetasa (47,48), to
‘das elles de mamiferos, las plruvato deshidrogenasas de
wlsculo y Escharichia coll (29) ¥ 1a subunidad o da 1a ARN
polinerasa de £, coll (50); adextlaaidn, en la .%&tlﬂlﬁu
sintetase (51) y la subunidad o de la ARN polimerass (52),
tes dos de £, coll; y adlclén de un grupe Ayruaibulend, on
las translocasas de nanft?el y leavaduras (53). Yambién he

sido propuesto como mecanismo de Intercoaversién ls reduo-
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oién de puentes disulfuro para produclr grupos sulfhidel-

Las modificaciones quimicas que producen intercon-

versi8n estfn catallzadas por enximas especlficos distintos

del enxzima Interconvertible sometido a la regulacibn, vy se
parables de fste. A estas protelnas enzimfticas se les }la
ma enximas modiflicadores o reguladores. En el caso de la

glucégeno fosforilass la forma b se convierte en la a me-
- diante una fosforllacifn catalizeda por el enzima glucSge~
no fosforlilasa g quln-sa. Este enzims, a su vex, existe en

dos formas interconvertiblas. La forma més activa de la fos

forilass quinasa, la forma a, se obtiene por fosforilacién

de 1a menos activa, la forma b, catallzada por el enxima
glucSgeno fosforlilasa b quinasa quinass (45). La produe~
clén de la forma b de la fosforilasa quinasa a partir de
la forma a esté catallizada por una fosforilasa, Por otra
parte, la cenversién de la forma a de la gluclgeno falfo~‘
rilasa en la forma b ests catallizada por unas fosforlilasa

que, & su vez, pareces ser interconvertible (55).

E! mecanismo de Interconversifn poses una serle de

propledades caracterfsticas que lo distinguen de los otros
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mecanismos celulares de regulacidn enzinmftica. Estas prople~
dedes hacen de la Interconversién e! mecanismo adacuado pars
ia regulacién de anximas que catalizan reacclones criticas

en sl metabollismo (54,56).

Ls modiflcacidn quinice de snzimas mediante une resg
clén cetalizeada enzimfticamente proporciona un untuytinb pars
1s amplificacién de una determinada sefial reguladora. Asl, 1s
activacibn di! enxima regulador con uns coa«aatraa!éﬁ’qﬁy ba«
Ja de un efector produce un camblio muy Importants ¢u ta{a¢ti*
vidad de! enxins regulado por Interconversifn. De l!t§ forma,
puesto gque cade catallzador preduce la activecién de uén can~
tidad mucho mayor del sigulents catallzador, el efscto prime-

rlo del efector se amplife muchas veces.

Por otrs parte, asunque el eafector hays &.iuptiecldo
de 1a célula, se mantisne su acclén sobre el metabollismo,
pussto que las formas Interconvertiblas de un enzims son es~
tables en ausencle del efector. Unicaments la acuﬁdiictﬁn de
otro sfector que estimule ls reaccién Inversa restaura la s}
tuselén original. Esta continuldad del efecto regulador ailn

despuds de desaparecer el compuasto 4uutu¢¢&caaat§ rnpin:¢u~



ta una notable diferencla respecto a otros tipos de regula~

c18n, en los cuales la activided del! enzima responde de una |

forme Inmedlata » un aumento o descenso en !a concentracién

del efector.

La Interconversisn es un mecanismo de regulacién
que requisre un gasto snergético uuv“biquaaa,'si'!tﬁaaﬁpa?s
con la Induccién y represién de la sfntesls "de_nove" del

enxzima '.:

"En organismos fotosintéticos la actividad de cler-
tos enximas [mportantes en e! metsbollsmo del coz';itté*#QQ
trolados aparentemente por el estade de oxido-reduccifn de
1a c8lula, el cual depende principaimente de ls presencia o
susencla de luz, Los cambios en el nivel redox de 1a c8lula
podrfan afectar s 1a actividad enzimbtica al provocar la
ruptura de puentes disulfuro del enzima, o la formscién de
estos a partir de grupos -SH, Estas modiflicacliones quimicas
Irfan acompafadas de camblos en 1a actlvidad enzimftica,
Aunque no se ha demostrado todavfa la existencla de este t}

po de Interconversisn, clertos enzimas de! metabolismo del

8



€0, podrfan estar regulados de ssta forms (57).

€l primer enxims de este tipo es la ribulosa-1,3
difosfeto carboxiless que catnttxa‘ln tnc¢rp¢rtalGa d;l~c¢2
al material celular medlante la carboxilecisn de la ribule~
sa 1,5 difosfato. La velogidad de la resccibén catalizade
por este enzima era muche mayor tn‘y!io que en axtrattoi 1
bres de células. Basshem (58) postuld la activacién ial §a-
zima bajo iluminecién Intensa. Posteriormente se describié
1a activacién del enzima en extractos crudos de vuflaﬁ‘argg
alsmos al ser expuesto » la tuz, al mismo tlempo cui iqurg
puso la existenclia de un “factor sctivador en la luz* (LAF)
de naturaleza protelcs sl que se asigné un papel! muy impor-
tante en la regulecién de todos los procesos fttat}atttlacs
(59). Por otra parte se sncentrd en espinscas que la ribulg
sa 1,5 difosfato carboxlliase estd formada por dos subau!dp~
des, una de las cuales realiza la catsalisls -n:!ultlaﬁ;iy
otra que tendrfa propledades reguladorss (posiblemente el
LAF) (60).

Ls gllicersidehido 3-fosfato deshidrogenasa es un
onxima del clclo de Calvin, que catallizs la reduccién del
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§cldo 3-fosfoglicérico a !*fosfegl!cirntdchlda‘ttuh!&n esth
sometido a un mecanismo de regulacién por la luz. tklttan
dos formas de este enzima: una dependiente de ﬂAB‘.vqui~:o
encuentra en tejidos con o sin clorofila, ¥y otra dnpin#icn-
te de NADP' que estf presente Gnicamente on tajtéoskgqn~ctg
rofila. La forma depsndiente de NADP® est§ 8.9%!@#4: §6 a
conversién del Scido 3-fosfoglicérico a tricsa fﬁifqtc cn J
el clclo de las pentosas fosfato, y la dtp‘sﬂlcﬁty de HAB‘
tiene su funcién en la via degradativa de la glucodisis.

Tanto en semillas de gulsante (61), como en Euglena graci-

1is (62) y thimaydomonas reinhardl (63) mo aparece ncttv!é

ded dependiente de NADP' cumndo se mantienen estos orgsnis-
mos en la oscurlidad. Ahora bt-a; st las células cultivadas
en la oscurldad se pasan a la lux, aparece la actividad de-
pendliente de ﬂAbP*. al mismo tlempo que la depeandliente de
NAD* sufre un descenso. De acuerdo con estos resul tados se
ha sugerido la esmistencia de una Interconversién entre
una forma dependlente de T M y otra dependiente da uaat*
producida por la luz. La conversién de una fcrna'¢u !h
otra se ha llevado a ¢cabo in vitro por efecto éc!{ﬂhﬁ?ﬁ.
en lugar de 1a luz (64). Reclentemente se he observado que

también el DTE es capax por si| solo de transformar la for-



ma dependients de NADP® en la dependlente de NAD® (65). A
1a vistas de estos resultados se supone que sste proceso
de interconversién ss reallice sedlients la reduccién por
NADPH de un grupo -S-S- esenclal pars le sctividad depen~
dlente de NAD®,

31

Otrc de los enzimas que Intervienen en la ruts de

asimlilsctén del ce:.'y que también esté sometido a un me-

cenlsmo de reguleacisn por s lux es s fructoss glgegf&tg?
sa, cuys actividad on célules de Euglens gracilis cultiva~
das on la olcsrtdod s Muy ’tquabn. pere que sumenta dg un
modo paralslo a la formecién de clorofila suando se pass

12 Yuz (66). En espinaca, Buchanem st al (67) mostraron

que o) enxims se activaba de 7 & 10 veces cuando ss afBadla

ferredoxine reducide a un extrscto conteniendo la fructoss
difosfatasa. E! DYE pueds resmplezar » la farredoxine para

producir la asctivecién, Ests asctivacién In vitre podria

consistir en 1a reduccién por ferredoxina o DVE, o blen en
presancie de la lux, de algin grupo ~5~3- presentes ean la

protefna (68).

Por Gitimo, la ribuloss S5-fosfato quinsss puede
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ser activads por 1a luz en tejidos de espinsca. La asgtive~
¢i16n se puede llavar & cabo la vitro con OTE sin nscesidad
de la ltuz, pero no con NADPH (65). Se postuls que In vlvo
el onzima se reduce por un tlol endSgeno, o blen por un
compuesto reducido wediente una resccidn fotoquimica, ol
cusi posteriormente reduce, a través de uns disulfure re~
ductasa, & un grupo ti6lico que es esenclal para la acti-
vidad (70)

Aunque todavias no ss conoce con exactitud ol me=
canismo nl ol significado fislolSglice de estas activaclo~
nes ¢ lnactivacliones, o8 significative le existencie en
la vis de asinllagién de!l Gaa. de uns serie de anxleas

controlades, s) parecer, por oxldacién y reduceldn,

Reaotivoe uittlisados en la insotivacidn y reaotivaocién de
la t#l'~nitr:io reductasg.

Pare produclir ls Inactivacidén del snxinme sa han
utilizado resctivos que rompen el puente disulfuro y para

sv resctivecién, agquallos capaces de restsurar el gltedo



33

enlace.

Los tloles son los reactivos més ttpldff!eﬁl‘yi?t Ts
reduccién de los puentes disulfuro de los prottfnat'(nu§&uln~
nes 1 y 2) (71)

{2) aws-ws»h' 4 R1e§” e RivgeSeR' & Re$”
- : . L . E =ﬂ ) - * ; . X :

“La constants de equillibdrio de estas rcnaclnutl s

aproximadamente la unidad, y por ello es ncecunrlu ?t»ﬁ&to

c18n de un gran exceso de tiol para obtener una rcdagel¢a~
complets de los puantes disulfurc. La forme !ogtgga‘;giiq‘
tiol es la rescclonants, por 1o que la velocldad de $g1r§¢¢-

clén depande marcadamente del! pR (72).

- Ademfs de los monotioles, como ¢I~!~nnrcna§§§£t§pl
y ol cide tloglleSlico, se ha utliizado ol ditiel ditioer!-

trite! (OTE). Con este compussto las rescclones 1 v 3 :t i

‘desplazan hacle la derechs dsbldo a que el dlelol uxllu}f

. forma un clclo estable (73).

E! sulfito tamblén abre los puentes d!tuif@#é:#ﬁh



34

1a consigulente formacidn de un grupo ti8lico y otre 8~iﬁ§'

fonato (Reacclén 3) (71,74).
(3) R-$-$-R ¢ 807 ———— R8T 4 R-$-305

Eihtiu 59; en mucho wés reactivo que el 80,&”. por
1o cual, para favorecer la rupturs del puente disulfure hay

que operar a un pH superior a 7.

R Para reformar los puentes disulfuro o "'t",“ ;'"
los grupos sulfhidrilo, es necesario el uso de reactivos

ox{dantes. En este trabajo se han utilizade los sigulentes:

| — o~Todosobensoato se ha emplesdo para modificar la 9!!&'
ceraldehido 3-fosfato deshidrogenass (75) y 1o glucosa é-

fosfato deshidrogenass (76). Le reaccién es 1s sigulente:

coo” coo”

() 2R-sT e w [ T @: * 00

- Las sales morerricas rescclonan riplda ¥ eflcazmente
con los grupos ~SH de protefnas segin las reacclones s, 6

y 7, cuyas contribuclones relativas dependen de la eondchm
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tracién s que se encuentre el {8n marcérico (71,74).

P . )
{6} R-$-Mg* ¢  R-SH o ReSeH_-S-R & WY
e ’
: :

e B fodo en soluclén de loduro potésico es un rotat!véj.:

menos especifico que los anteriores, sl cual, roacc!nni_&ba

los grupos <SH segidn la reaccién 8 (71).
(8) R-SH & 1y —> R=$=l 4+ 217 —F

e QG eON e Pe§ =R

- E| farpictanuro hs sldo descrito como reactivo oxidante
“de tloles (77). Se ha smpleado para 12 modiflcacién de 1o
ovoslibdmina (78) y, aunque no hs sldo demostrado, posible-

mente reacclons produclendo un enlace disul furo (7&).“

Por otre parte se ha utillizado el aveenito, sl cual,

sunque no produce puentes disulfuro al actuar sobre grupos
tid1lcos, forma complejos muy estables con los ditioles
(Reaccién 9) (71).
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{9} As0, + a\\s" RO Asa,\s/,s

En el presente trabajo se estudia principalmente
1a Inactivacidn por plridfn nucleStldos reducldos, tioles

kv sulflito de las nitrato reductasas de Chlorella fuscs v

Splnacea oleracea, con objeto de ssclarecer los cambios

quimlicos que acompalflan y son causa de la Ifnactivacién, asf
como el papel que este proceso desempefa en la regulacién

In vivo del enzlima,

Parte de este trabajo hs sido ya publicado (39)
o se encuentra en vias de publlcacién (22,80). También
se han presentado comunicacliones a Congresos naclonales

(81,82) ¢ Internacionales (83).



11, MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES BIOLOGICOS UTILIZADOS, OBTENCION DE EXTRAC~
TOS ¥ PURIFICACION DE LA NITRATO REDUCTASA

Los materiales blolSglcos utiliizados en el presen-

te trabajo han sido el alga verde unifcelular Chlorells fus-

€s y las hojes de Splnacea ol:racoi‘

1.1, Chlorella fusca

B} alga verde Chiorella fusca Sihira et Krauss —

{=C. ptriuatdcsa Chick) 211-215 se obtuvo de 1a coleccién

Pringsheim de Gottingen.

El medio de oultivo era esenclalimente ef niaan,qud
el descrito por Kessler {84), y contenfa los ttaalent¢n~e§g

puestos a las concentraclones que se Indlcan:

KGBK. 2h mM; CiNa, 8 aM; Pohﬁuaa, 1 mM; PO H,Na, 3 mM;
SQ#MQ. 1 mN; cizﬁn, 0,1 mM; sﬂgfa, 20 uM; ct2Nn, 1,5,nﬂ;_L‘

sasaa, 8 uN; sagxn. 0,7 uM; ”°°~“'z* 0,1 uM y EDOTA }h uM.

Este medio de cultivo se usé sin esterilizar ya

que, al no contener fuente de carbono y dada Ma gran masa
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de cdlulas de Chlorells que se uti1izé como Indculo, la con
taminacién era minima, como se comprobd por examen microscd

pleco del cultivo.

Candiciones de oultivo.~ Las células li-sulﬁtvn~
ron a 252C en botellones de 5 titros por los que se hacfen
pasat, mediante borboteo, una corriente de alre contenlen~
do 5 % de CO,. La Iluminacién se hizo con tubos fluorescen
tes de luz blanca que proporcionshan 1.200 lux en la super

ficie del frasco daleatt!?e.

‘Para la pkcpakie!ﬁa del InbSculo se partlé dg~¢€¥ 
fulas cultivadas sobre agar, o blen de las proetdsniu£ ¥q
anterfores cultivos en medlo 1fquido. Estas células se cul
tivan en tubos que ¢oatlgaqn 250 m! de medio de éélti?bitﬁk
los cusles se dejan crecer hasta atea#tu? una dtnt!dad §p~
tica de 4,5 a 660 nm, que corresponds a 3-3,% ul de célu~
las/ml de ¢nttivé, como se determind con uaxhoﬂatoerlte.

El cultivo asl obtenido se utlliza como tﬁseelnipira u6 §g
tel18n con 5 litros de madlo de cultive. Despuls de dos
dias de crecimlento se conslgue un cultivo con una éiﬁil*'

dad Sptice a 660 nm de 3,00-4,00, Este cultive un'rcpu?t#



entre dos botellones, completando ¢! volumen de cada uno
de ellos hasta 5 lltros con medieo de cultivo., Bespuds de
un dis de crecimiento el contenido de estos dos botello~
nes se reparte entre cuatro completando, como entes, con
medio de cultivo, A} cabo de dos dlas se recogen las cé-
Tulas cuando el cultivo aleanze una densidad &ptica de

&.99?*,56 a 660 nm,

. Reaogida de lae adlulas. Para separar las célu~

las del medlo de cultive se utflizé une ¢catrt!uga'd¢ flu

Jo iont!auoifunclanaado a temperatura amblente y que pro-

gérctasuha una fuerza centrffuga de 10,000 x g Las célu-

las recoglidas se suspenden en 150 ml de agua destilada y

se centrifugen a continuaelén durante § miuutej a‘!é.eaa' 

x g. Esta operacifn se repite con 70 ml de agua y tcirp*
coge el sedimento de células ys lavadas,que contisne a=

aproximadamente 50-60 g de peso seco.

-Praparaaién del sstracto libre de oélulae.- Las
células recogidas se mezclaron con perlas de vidrio de
0,25-0,30 mm de difmetro y una disolucisn de Tris-CiH 10
mM (pH 7,5), PAD 10 uM, Por cada 20 gramos de células se

o
e
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afaden 160 g de perlas y 15-17 ml de ta disoluclén tampén.
La mezcla se somete a la accién del gparato .rompedor Bith-
ler durante 5 minutos a una temperatura de 0-5%C, A con~
tinuaci8n se lava con la disolucién tampdn aa#ar!et (50-
60 ml por ssda 20 g de c8lulas) y se flitra esta mazela a
través de cuatro capas de gasa. Las perlas que quedan re-
tenldas en la gasa se lavan de nuevo gon el mtsua~io¥nn¢n
de tampSn usado anterformente y se fllitra la mexela por

ias gasa, Esta operacién se replite otra vez nfs.

: fﬁl'beadcnnaéa asl obtenldo, se sometis a la§~pa~‘

sos de purlificacibn que se describen an Resultados.

1.2, ngngetl‘oltrtcﬂn

Prodedencia del maserial.- Las hojas de espinacs
se recogfan en el campo de Bormujos (Sevilla) el mismo dfa

de la preparacidn del extracto.

~ Preparaeién del extraecto arudo.- La preparscién
del extracto crudo, as! como ls purificacién de 1a nitra~

to reductasa,se reallizd en cémara frie o 0-A3¢C,



Se parte de 800 gramos de hojas de esplnaca que,
después de quitarle Bas nervisciones, se lavan con agua
destilada y se tritursn en una batidora dursnte cinco mi~
nutos, afadiendo 1.400 m} de Tris-CiH 10 mM (pH 7,5). Des~
pufs de flltrar por una gasa, el homogenado asf obtenido
~se centrlfuga durante 20 minutos a 27.000 x g y se recoge

el sobrenadante.

Purificacidn de la nitrato reductasa de espimaca.-~

Para la purificacli88n de la nitrato reductasa de esplinaca
se slguid el métode descrito por Aparicio (31), que cons-
ta de los sigulentes pasos: tratamiento con DEAE-celulosa,
adsorcidn en gel de fosfato cllcico, preciplitacién con sul

fato ambnico al 50 % y adsorcién en n!ﬂniaa,cf‘

La preparacién asf obtenlda se precipits con sul-
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fato am8nico al 50 % de saturacién y el precipitado se di- :

suelve en 5-6 ml de tamfén Tris-CIN 50 mM (pH 7,5) que con

tiene FAD 10 uM;iCiNa, 0,2 M; DTE, | mM vy ﬂ@,ﬁ 10 mM, Esta o

preparaci8n, que tiene una actividad especlfflica de NADH-

nitrato reductasa alrededor de 150 mU/mg, se guarda a'ﬁ*S‘t,

condiclones en las cuales la actividad enzximética se con-
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serva blen durante uns a dos semanas. Antes de cads espe-
rimento se hizoc pasar una porcién de la preparacidn ante~
rlor por una columna de Sephadex §-25 equilibrada con la

solucidén requerida.
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2,- HETODOS ANALITICOS

2.1.~ Determinacisn de protefns

Pars 1a determinacién de la centlidad de »ratifa&'
se slguls o) método de Lowry et sl (85), utilizando cveb!*

bdmine como patrén.

2.2. Enseyos enziméticos

La aotividad ¥ADE~diaforasa se deternind midlen-
do espsctrofotométricaments la velocldad de reducelén de
citocromo ¢. La mexcla deo rescclién contenlfa, en un volu~
men final de 2 ml, Tris~CIH 100 mM (pH 7,5), NADN 0,15 mM,
cltocromo ¢ 0,6 aM y 1a preparacién enxinftics (g%).

La aetividad FADR-nitrato reduotasa se determin$
por dos procedimientos distintos. Uno de ealfos consiste .
determinar la velocldad de oxlidacién da NADH en la un:glnw‘
de reacclidn, que contlens, an un ﬁaluaun final de 2 ﬂ!,“ |
Tris~ClH 100mn (p¥ 7,5), NO,K 5 wH; NADH 0,15 mN y le pre
paracién enziméitica. La velocldad de oxldacisn de MNADN se



determina -spdctéofotoaitr!eancnln (87) v, en los emperi=

BN
ot

#cntat en que liyeoﬁc-nzrléfén de ests adu#ut:ta‘ut baja,

se mide 1a disminucién de la Intensidad de fluorescencia

emitide por el ukau.

 Yambién se determind la actividad NADH-nltrato
reductass medlante la medida de! nitrito formado en una
mexcls de reaccién que contenfa, en un volumen final de
1 ml, Tris-CIH 100 mM (pH 7,5), NO,K 10 mM, NADH 0,3 mH
y la preparacién enximftica (83). Despufs de Incubar a
302¢ durants 5§ mlinutos se detiene la reaccién agregando
! ml de reactivo de sulfanilemlide, segulda de la adicién
de 1 ml de reactivo de N(-naftil) etiiéndiamina (89). Se
deja desarrollar el color durante 10 minutos antes de la

lectura en &1 fotocolorfmetro.

Ls aotividad faxz~s{tr¢to reductasa se determi-
né del mismo modo que la NADH-nltrato rniuetat&;’péro
usando en tstgyeaso como donador de electrones FNN redu~
gido con $,0,Ne, (8 mg de $5,0,Na, en 1 mi de una #isota~
ci8n de COyliNa de 8 mg/ml). La reaccién se detiene me~

dlante agltaclién vigorosa hasta la apanfui&a del color
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smariilo del FMN oxldado (88),

La actlividad enximética se expresa en todos los
casos como micromoles de substrato (NADH) consumido, o
productos (clitocromo ¢ 6 nitrito) formados por h!nﬁta s

25%¢.

2.3. Valoracién de la c{gtqlﬁg

Paras valorar la cisteina que aparece g!’rtidéfr,
1a cistina con DTE se sigulé e} procedimiento d&atr!tn
por Zahler y Cleland (390), que consiste en la valafu;l&n
de los grupos -SH de la cistelna usando DYNB, un compues
to que forms un preducto coloreado con les grupos -SH 1f
bres. Para retirsr del medio el DTE que queda sin reac-
clonar se afiade arsenito sédlico en axceso. Este c&aﬁac;v
to forma un quelato con los ditloles, pero no con los
tioles simples, de forms que Implde Ja reacclén del 07! 

con el OTNE sin afectar el ensayo de la cistelna,



N
«J

2.4, Daterminacliones espectrofotomftrices y fluorimétel-

cas

nro——

La oxidscién del NADH se midi§ & 340 nm y la re-
ducelSn del citocromo ¢ a 550 nm. Los productos colores -
dos que aparecen al valorar el nitrito se midieron o 540

nm y los que aparecen al valorar la cistelns, a hzt’hpg

| Los caoftclqntas de extincidn molar usados han
sido los slgulentes: para el NADH 6,2 x 133, ptéq el ¢ci-~
tocromo ¢ reduclido 27 = la’ Yy para el praéuetg de la reag
cibén del DTNB con la cisteina 13 x 103, Pare 1a detsrming
clén de 1a cantidad de nitrito formado se construyl ume
recta de callbrado con concentraclones conocidas de nltrl

to.



3. REACTIVOS Y APARATOS

3.1. Prngcran!&n del gel de fosfato clclco

Se preparé como daacriba Hcad(71), afiadlendo
150 ml d¢ un& disotucién de clerurc cita!en {88 6 9 ﬁ§
cuzca, 2&29 par Iitro) a 160 nl dg agua dnsttl:da.ya eaa
t#nuac!én, se aﬁad;a agltando !59 nl de faxf&ta tr!sﬁd!*
co (152 g de P6§Nl3'¥2 azo por litro) y se ajusta Q! o

a 7.4 con Bcido acftico 1 M, El precipltado se lava ein-

¢o veces con agua éasttiaéa,»sakeuntrlfuga y se resuspen

de en la cantidad de agua destllada nae.:ﬁri-*pnrt’quﬁ

la concentracién seas de 10 mg/ml. Para conocer la concen

tracisn de fosfato chlclico de estas suspensidn se toma
una alfcuota y se deseca en una estufa a 1008C, pesando

después o) reslduo 381ldo.

3.2, Prodedencila d.étasipraduet#a‘qnfnfa@u

E1 NAD®, NADH,NADP®, NADPH, FMN, FAD, pNB, sul-
fato acypvoenntn:. bTHB, o»lodokebunxeata; Ntﬁ y ¢¥itina
se obtuvieron de SIGMA, St. Louls, USA; el nT! v eitucre
mo ¢ de SERVA, andoth-rg, Alemania; el iu!f%to séd!eo,
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2-mercaptostancl, arsenlite sédlico, aclanuro y farriclanu-
ro potfisicos, de MERCK, Darmstadt, Alemenia; &l szul dex
trano y Sephadex de PHARMACIA, Upsala, Suscia; las pere
las de vidrlio de 8. BRAUN, Melsungen, Apparatebau, Ale~
wmanfa y ol sulfato de estreptomicing da la Cfa. Espafio-
1a do Penlcilina. Todos los demis productos utilizedos

aran de grado ansiftice.

E1 agua utillizads pars preparar las soluciones
y lavar el material de laboraterio ers sgua deslonizeda
por camblo lénico en un desmineralizador SEYA tipo R- =
100 serie 2/67 y el €0, fué suministrado por Coromina
Industrial.

3¢’v ag'ﬂltﬁ‘

&is medidas de densidad Sptica se¢ realizsron
con los sigulentes espectrofotémetros: Beckman DK-2A,
PYE UNICAM 1;&06. $pectronic 700 y Spectronie 20, ant¢s 
dos dltimos de Bauch & Loamb, |

€1 espectrofotofluorimetro empleado ful de la



¢a ANINCO BOUMAN gon reglistro automdtico.

Pars las cromatograffas en columna, ss utilize-
ron columnas fabricedas por PHARMACIA, Upsals, Sanﬁla,

con dispositivo adaptador de flujo,

€1 colector automitice de fracciones era un LK

modelo Ultrorae 7.000,

Para la recogida de c8lulas se utilizd ﬁnaegeu-
trffugs SORVALL K$B de flujo contlinuo Szent-Qiorgy y
Blum. En el resto de las centrifugacionas se utitizd una

centrffuga SORVALL RC2~B refrigerada.

Para la medida dal pH se utlllzé un aparato me~
didar de pH METROHM HERISAU modelo E 5132, |

36
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1. PURIFICACION DE LA NITRATO REBDUCTASA DE ﬂhlarQ 

Para la purificecién de la nitrate rqtnktiip de
Chlorslls se slgulé fundamentalmente e} prbctitﬁitata des~
crito por Aparicilo (31} con algunas modificaclionus, la mas
importante de las cuales conslstis en luelult’aut ¢cromato-

graffe en columna de DEAE-Sephadex A-50.

€1 procedinlento de purlficacisn (Tabla {) consta
de los sigulentes tratamientos qus se detallan ize@@ttu&u*

¢l8n, todos los cuales se realizareon a 0-58C,

12 previpitaoidn oon sulfate de cctrapton£a¢n¢a~j?9f:coiu
10 m1 de! homogenado color verde oscure, prcpnridwfeéub se
describe en "Materiales y REtodos", se sfaden gotes & gots
y con agltaclién 0,75 ml de una dlsolucibn de sulfato de o3
treptomicinag (73 mg/mi) sjustads » pH 7,0 con NONa 1 N,
Despus de Incubar 10 minutos con agltacién o«di##ﬁ#l, se
coentrifugs 8 27.000 x ¢ durante 10 minutos y se recoge el
sobrenadante que ya tlene un color pardo smarililento (Pre-

parscién 1, Tabla 1).



28 Adsoreidn en gel de fosfato adloioo.- A cade 100 m) del
sobrenadante anterior se le afiaden, leataments y con ;j!tg
cidn, 20 m1 de una suspensidn de gel de fosfato éitgieﬁ;
preparado como se describe en "Materfales v'ﬁltédésﬂ;‘5i4~ B
pués de 10 minutos, dursnte los cuales la mezcla se aétta “
ocasionalmente, §sta se centrlifugs a 4,000 x g durante 5
minutes. El precipitado se resuspende en 40 ml de uns diso
lucién de fosfato potéisico 25 mM (pH 7,5) y se centrifuga
inmediatamente -'h.euc X g durante 10 niuutes. attééisyic
desschar ol sebrtnadnato,'a! praetpitadc se rcsusp:ﬁii;ha
25 ml de plrofosfato sédico 0,1 M (pH 7,0), vy sa;nnsﬁgn:ssn
se mantlene durante 10 minutos con agltacién ocasional, des
 pués de los cuales se centrifuga s 27,000 x g durante 10 mf

nutos‘y se recoge el sobrenadante (Preparacién 11, Tabla 1),

3% Precipitaoidn eon sulfato de protamina.- Con bh)it& de
eliminar tos Gcldos nuclélcos, al sobrenadsnte anterfor se
le afiade 90&5 a gota vy aﬁittaéa una disolucidn d.ft¢!¢a§§k
de protamina al 2% (ajustada s pH 4,0 con HONa 1 n)fhnnta
obtener una concentracidn final de 0,62. B&lpﬁ‘i‘dl'!bfui;
nutos durante los eﬁdles 1a mezcla se aglits ocasionalmente,
éste se centrifuga durante 10 minutos a 27,000 y»g y se ds

secha el precipitado,



Tabla |

PURIFICACION DE LA MITRATO REDUCTASA DE Chlorells fusca

Preparacifn Protefns Actividad Recuperacién Actividad espectfica
total total !&&ﬂ-!ﬁsaato
{mg) {unidades) (z) {miliunlidades/ng)
1. Sobrenadante del
preciplitado coa
estreptomnicina 1150 39 100 33
111.€Eluato del gel de
fosfate cllcico 247 38 57 152
111, Preciplitado #o& :
sulfato ambunlco 156 27 63 170
1¥. Fraccliones nis ag
tives de la croms o
tograffia en s
DEAE~Sephadex A~50 3.2 23 £9 730

76
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4% Pprecipitacidén oon sulfase aménico.~ Al sobrenadente !f¥r¢ 
de fcldos nucellcos se leo ahade une disolucién :ataro&ayiay
sulfato aménico {(sjustads a pH 7,0 con HONM, ﬁcntt&tfid&);
haste slcanzar 45 % de saturscién. Después de mantener l»
wezcla darnaiq 15 minutos con agltacién ocasional, se Gtﬁ*’
trifugs durante 10 minutos a 27.000 x g v el precipitado
se disuslve en 5-7 m] de una discluclién tempén de fosfato
potésico 0,06 » (pH 7,5), CiNs §¢!S ®y FAD 10 unm, |

Con objeto de sliminar las sales de in-prtpnrnglta‘w
asl obtenlids, &sta se hace pasar & través de una columnas
de Sephadex 8-25 (2,5 em # x 10 cm altura) squilibrads con
la disolucidn tampén de fosfato descrite antariormente. Se
recogen 10-12 »! de eluato, que contiene la nitrato reduce
tase 1idbre de sales (Preparscién 111, Tabla 1). Con esta
preparacidn se han reslizado algunocs de 1os experimentos

que se describen mis adelante,

5% Cromatografta en oolumma de DEAE-Sephader A-60.~ Ls diso=
lucidn saterlior se aplicas a una columns de DEAE-Sephadex A«
50 (2,5 ¢ # x 36 co altura) equilibrads con la disclucién

tampdn de fosfato antes menclionada. La elucién se realliza
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Fig 1. Elucidén de la nitrato reductasa de Chlorella de una

columna de DEAE-Sephadex A-50.— 12 ml

de la Preparacidn:

et

conteniendo 28 mg de proteina

se aplicaron a una columna de

DEAE-Sephadex A-50 y se eluyd como se
De cada una de las fracciones de 5 ml
de 0,1 ml para medir la concentracién

vidad enzimidtica.

indica en Resultados.
se toma una alfcuota

de proteina y la acti



varlando la concentracién de CiNa entre 0,15 y 0,50 N, pa-
ra proporclionar un gradiente linesl. Seo recogesn fracclones
de 5 ml. El desarrollo de 1a cromatograffs se muestras en

la Flgura 1, donde puede observarse que la mayor parte de
las protslnas apsrecen sn fracclonss diferentes de las que
presentan actividad de nitrato reductasa. Se reunen las
Efraeetaact wis activas y se les aBade una disolucifn satu~
rada de sulfato amSnico hesta alcanzar 50 % de suturuai&n;
La mezcla asl obtenida se agits ecasionsimente y al cabo
de 15 minutos se centrifuge 2 27,000 x ¢ durante 10 minu~
tos, £l precipitado asl obtenido se disuelve en 3-4 n!qu’v
Tels~ClH 50 M (pH 7,5), FAD 10 uM, y se hace pasar a tra~
vés de uns columaas de Sephadex §-25 que hadla side aqetlté
brads con }a disoluclién pampén descrita. El elusto de es~
ta columna, que contiene la nitrsto reductass {(Preparacién
1V, Tabla 1) se ha utilizado en la mayer parte de los tnpi»

rimentos reellizados.
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2. INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Gh}ﬁrn!!g~fﬁtﬂlk
~ POR REACTIVOS DEL GRUPO SULFHIDRILO

2.1 fnactivaclién reversible por pgxghidrentmarn:r}bcu§53t§“

z.t;t; tf;aﬁe del pﬂ)‘gcbmi las dtti?qiéq aﬁtiﬁidgdbt‘dct
eonplefo. ennimdiios

Las actividades del @eﬂﬁ!t)dwjn:lﬁitf¢a nitrato.

reductasa de Chlorella presentan distinta sensibl)ldad

frente al tratamlento conm pMB. En la Tabla 11 pueds verse

que 1a Incubacién de la preparacién enzimftica con pHB 3  '

una concentracién baja (10 uM) arad&jd nnt:ln-ctfvaelan]y\"

casl total de la NADH-nltrato reductasa, y que para prapcg

clonar o1 misme grado de Inactivacién de la FNN,~nitrato
reductasa, la concentracidn de pMB tui& que hacerse 1661f
veces mayor (1 mM). La sensibilidad de 1a NADH-dlaforass

frente al pMB es semejante a la de la NADH-nlitrato reduc~

tasa.

2.1.2. Beaetivaeidn por DTE del enaima inaotivade por pNB

gi compuesto ti8llco DTE produce resctivacién ds

la Rkauw‘y‘?anz~nltrata reductasa Insctivadas con pHB. En
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Tabla |1

EFECTO DEL pMB SOBRE LAS ACTIVIDADES NADH- Y rnaz~nsrnare
REDUCTASA DE Chlorells

Actividades relativas

pHB | |
(un) : kan*ﬁbzkana Fnug*ﬂOS*QSa
o | 100 | 100
10 12 96
50 | 5 | 6
250 o 5h
1000 o 15  -

Nitrato reductasa (1,2 mg/m! de preparacién 111) se Incu-
- b& a 25%C durante 15 min en presencia de Tris~-ClIH 100 mM
“{pH 7,5), PAD 10 uN y pMB a las concentraclones que se tn-
dican en la tabla. Las actividades enzimdticas se deterut*
: ntrmu en las correspondientes a!f@uetas de lac mezclas de
Incubacién y se expresan como tantos por c!nntu de ta del
control sin pMB a tlempo cero,
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Fig 2. Inactivacidn de la NADH- y FNH2~n€trqtbsreductasa
de Chlorella por pMB y reactivacidén por DTE.- La nitrato
reductasa (5 mg/m] de preparaciéniyl) se ihcubé a 25%C con
Tris-CIH 100 mM (pH 7,5), FAD 10 pM y pMB 10 pM (A) & 1

mM (B). A los tiempos que se indican se afadié DTE_1 mM a
una parte de cada una de las mezclas de incubacién (o). Las
actividades enzimdticas se determinaron en alicuotas de las
mezclas de incubacidn y se expresan en tantos por ciento de

la del correspondiente control sin adiciones a tiempoc cero.
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la Figura 2 se muestrs sl cusso de la Inactivacién por pNB
de las dos sctividades y cémo la adicidn de DTE produjo e

reactivacién parcial en los dos casos.

2.2, inactivecifn por W-etil-malsimids.

2.2.1. Efesoto de la NEN sobre las distintas aottvidades del
eomplejo ensimdéioo.

€1 reactivo N-etlil-maleinida, como ol pHB, Insctl~
va a 1s HADH=y FNHy-nitrato redustess. £n Is Tebla 111 se
muestras el ofecto ds ia NEM sobre las actividades n«nelonu~
das. La NADH~nlitrate reductase se mostrS nis sensibdle @ ..;

te reactivo que Ia Vﬂa:wnitrata raductass.

2.2.2. Proteceidn por FADE de la inmaetivaoidn por NEN,

Le preincubacién con NADH de una preparacién enzi-
nética antes de su Imcubacidn con NEM protegll » 1a sctivi~
dad NADH-diaforasa de la Insctivacién por NEN (Tablas V),
Otros plridfn nucleStidos ensayados no produjeron sste sfec

to.
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Tabla 111

EFECTO DEL NEM SOBRE LAS ACTIVIDADES WADH- Y FNH,-NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella

. NEM Actividades retativas (%)

(aM) NADH-NO,Rasa FNH,=NOgRass
v ' 60

20 0 37

La nitrato reductasa (Y mg/m) de preparacién I111) se !acg
b6 a 302C durante 40 minutos en presencla de Tris~CIH 160
mM (pH 7,5), FPAD 10 uM y NEM a las concentracliones que se
Indican en la tabla. Las actividades enzimfticas se deter
ninaron en las correspundlientes alfcuotas de las mezclas

de Incubacidn y se expresan como tantos por clento de !us‘

del control sin NEM,



Yabla IV

INACTIVACION DE LA NADH-DIAFORASA DE Chlorella POR NEN

Y PROTECCION POR MADH

o Actividad relative (%)
Adliglén

HADH-dlaforass
Ninguna é
nap® 9
NADH 72
saoe* 7
HADPH

La nltrate reductase (1,3 mg/m! de preparscién 111) se
~ tncubd a 30%C durente 20 minutos en presencia ds Tris-
Cin 150 wM (pH 7,5), PAD 10 wH, NEN | mil y cada uno de
los compuestos qua se Indican en 1a tabla » ls concen~
tracién 0,5 af. Las actividades enximiticas se determ]
naron en las correspondientes s!fcuotas de lss mezclas
de Incubacién y se expresan come tantos por clente de
1a de cada uns de las mexclas antes de la adlcibn de
HEN, que fué la ditime.
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3. IMACTIVACION REVERSIBLE DE LA MITRATO REDUCTASA DE Chlo-
rella fusca POR PIRIDIN NUCLEOTIDOS REDUCIDOS

3.1, lnactivacién de la nitrato reductass por NADH y NADPH,.

3.1.1. Efecto del NADH y NADPH sobre las tres actividades

del somplejo enximdtiao.

Los plridfn nucledtidos reduclidos producen la inac~
tivaeldén de la FlH,-nitrato reductesa, la cual Ileva consli~
go la pérdida de la actividad NADH-nitrato reductasa, Al in
cubar con NADH la preparacién de nitrato reductasa se pro-
dujo una [nactivaclién de la NADH~ y FNHy ~nitrato reductass
y no se observé ningdn efecto sobre la NADH-dlaforass (Ta~‘
bla V). La forms oxlidada del plridfn nucledtido no afectd
de un modo significativo a ninguna de las tres actividades.
El NADPH p?udnce efectos sobre las tres :u:tvtdaécsrdcl com

plejo semejantes a las del NADH.

La Flgura 3 muestra la cinética de Inactivacién
por NADH de la MNADH- y ?uuz~nttratc raduceuti, La lnactiva-
| clén en los dos casos parece segulr una cinética de pseudo-

primer orden, Cuando se utiiizé NADPH, en lugsr de NADH,



Yabla ¥

INACTIVACION REVERSIBLE DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella POR KADH

Actividades relativas

Adlcién ggag«gézknsa

Funz»aozaaga MADH-dlaforasa
'?ritadartoa ftataéa éns
Fe(en)?™ * Fe(ew)?™ *
Ninguna = S0 8o 100 95 100
NADH 3 60 25 100 93
+ 118 106

NAD

La at:rato ro‘ucttsa {Sagin! de prc;ar;e!&a t!i} se ¥acui€ a 55‘3 durante 7 minutos
en presencia de Tris~CiH 5 mi (pH 7,5) y FAD 10 uM con NADH & NAD® 0,6 mN. Las actl
vidades enzimSticas se doterminaron despufs de la Tncubacién en alfcuotas de las co
rrot;«uit;&ttﬁ mexclas. '

Las nexclas se incubaron con ferriclianuro potisico 0,3 mN durante 2 a!awtos a 0%
aatc; del ensayo de la actividad.

¢y
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Fig 3. Inactivacidn por NADH de las actividades NADH- y

FNHZ~nitrato reductasa de;ChZoreZZa.— La nitrato: reduc
tasa (0,2 mg/ml de preparacidn V) se incubd a 252%C en
presencia de Tris-ClH 150 mM (pH 7,5)y FAD 10 pM, con
NADH (O), o sin é1 (®). Las actividades enzimdticas se
determinaron en alicuotas de las correspondientes mez-
clas de incubacidén a los tiempos indicados y se expre-
san como tantos por ciento de la del control sin adi-

ciones a tiempo cero.



como agente Inactivante, ias cinfticas de Inectivacién fue-

ron ssmejantes & las snterlores.

3.1.2, Efecto de distintas eoneentraciones de piridin nus

eledtido veduoido sobre la tnaotivasidn,

Las Flguras & y § muestran la lnsctivecién, » dis-
tintas concentraciones de NADH y NADPH, de la NHADH-nitrato
reductass. Pusde observarse, en los dos casos, ¢Smo a una
concentracién 0,05 mM la Inactivacién es pequelia durante tiy
tlempo de Incubacién, y cémo 2 ¥ mM lo Inactivacién es prig

ticamente total al cabo de 2 horas,

3.1.3. Efecto del pE en la inaotivaeidén por NADH.

La Insctivaclién por HADH de la FNH,-~nltrato reduc~
tass es dependliente del pH. La Flgura 6 muestra los r;;u}*
tados obtenlidos al Incubar el enzims con NADH a distintes
valores de pH. Se observs que entre pH 6,0 vy 7,0, e} enzi-
ma conserva al 80-30 § de su actividad original, mientras
que a pH 9,0 el NADH provoca 1a pérdida de mls del 50 % de
ésta. Entre pH 7,5 v 8,5 hay un camblo en 1o cepacldad de

Insctivacisn por NADH, Indicando que, posiblemente, esté In
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Fig 4. Efecto de la concentracidédn de NADH en la inactiva-
eién de la NADH-nitrato reductasa de Chlorella.- La nitra
to reductasa (0,2 mg/ml de preparacidn IV) se incubd a 252
C en presencia de Tris-ClH 100 mM (pH 7,5) y FAD 10 uM,

con NADH a las siguientes concentraciones: 0 (®), 0,05 (o),
0,3 (v), 0,6 () y 1 mM (a). Las actividades enzimidticas

se determinaron en alfcuotas de las correspondientes mez-
clas de incubacidn y se expresan como tantos por ciento

de la del control sin adiciones a tiempo cero.
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Fig 5. Efecto de la concentracidn de NADPH en la inactiva-
eién de la NADH-nitrato reductasa de Chlorella.—- Como el

experimento de la figura 4, pero con NADPH en lugar de NADH.



- 7
CIRY

<
=~ 100 o
% \o\o
S \
S (o}
o ()
o \
W
o ©
g
o 751
=
Z

} ®
X
0
<
z
Q
S \ °
> 50 \\\\‘~o
[
Q
<

60 70 80 9,0

pH

Fig 6. Efecto del pH en la inactivacidn por NADH de la
NADH—nitrato reductasa de Chlorella.—- La nitrato reduc-
tasa (0,1 mg/ml de preparacién|V) se incubd a 25°2C du-
rante 1 h con NADH 0,15 mM, FAD 10 uM y fosfato pota-
sico (O) 6 Tris-C1H (®) 100 mM a los pH indicados. Des-
pués de la incubacidén, la actividad enzimdtica se determi-
né en alicuotas de las distintas mezclas de incubacidn.
Las actividades enzimdticas se ekpresan como tantos por
ciento de la del control sin NADH al correspondiente pH

y a tiempo cero.



n

plicado en s Inactivacién altgln grupo toninab!a que tengs

su pK sn ests zons de pH,

Les clndtices de fnsctivacién por NADH tinbt‘n
son distintes a diferentes valores de pH, !a,ia flgura 7
se musstron las cindticas de Insctivecién por NADH § 93
6,5 v 8,5. En ambos casos ss cbservan ¢es~!un-c~di 1u§ctl~
vecl8n, la primers con una constante de velocided mayor
que 1s segunds. Este fendmeno podrfan expllicarse aiitifuu-
do la sxistencls de dos formas diferentes del enxiﬁi qgg
'tuviarjn‘éist!nta‘tuallhllldid s la !nnctlvéet&n tor‘ﬂﬁbu,
o blen suponlendo la existencla de una forms lntermedia

que tuviers uns V“ menor qus la del complejo original.

x
3.1.h, EBfecto del NADE sobre la mitrato reduotasa modifi-
eada por plB

La modificacién parclal ea§ pMB del complejo en~
zimftico, la cual va scompalada de una pérdida de la act]
vidad diaforésics, evisa la Inactivacién de Ia Fil, <nitrs
to reductasa por NADH. La Table VI muestra el alto grado

de Inactivaclén de la #iuz*nttrato reductasa producldo por
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Fig 7. Cinética de la inaectivacidn por NADH de la NADH-ni-
trato reductasa de Chlorella a distintos'valores de“ﬁﬂ,_
La nitrato reductasa (0,25 mg/ml de prebaracién:[V)_se]in-
cubd a 253C con NADH 0,2 mM, FAD 10 uM y 2(N-morfolfn)-eta
no sulfonato sédico (pH 6,5) (o) & Tris-ClH (pH 8,5).(‘)
250 mM. Las actividades enzimdticas se détermingron en ali
cuotas de cada una de las mezclas de_incdbacién;a los tiem
pos indicados y se expresan comé>tantbé”por ciénto de 1la

del control sin NADH al correspondiehte-pH y a tiempo cero.



Tabla VI

EFECTO DEL NADH SOBRE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella TRATADA CON pMB

Adiclén - Actividades relativas
Tratamiento | Yratamiento 1} NADH~-dlaforasa ?Rﬁz~iaskaaa
Ninguno Ninguno 100 100
Ninguno NADH 126 20
pMB ANDR S 60

La nitrato reductasa (1,5 mg/ml de preparacibn 111} se incubd a 0%C durante 15 mi
nutos en presencia de Tris~CIH 5 mit {pit 7,5) y FAD 10 ui, con y sin pMB 20 uM
{tratamliento 1). Después del tratamiento | se afRadié NADH | mM y se Incubaron las
mezclas a A52C durante 7 minutos (tratamiento 11). Las actividades enzimiticas se
determinaron en alfcuotas de las correspondientes mezclas de Iincubacién despuis

del tratamlento ii. o

€L



NADH en una preparacién sin tratar, comparade con la poca
fnactivacién que produjo en uns preparacién tratads pre-

viamsnte con pHB.

3.2, Proteccifn de la nitrato reductasa frente s 1a Inac~

tivaetén por piridfn nuc{g&tldoqkradaclﬁos.

;ateia‘PfO“ﬁﬁiaﬂ por nitrato,

‘Ln Tabla VIiI muestra que cuando el hltrato,~qd§;
os un substrato fisloldglico de este enzime, se encuentrs
presente en s mexzcla de Incubacién, la Inactivacidn no

tiene lugar por NAD(P)H.

3.2.2, Protecoidn por NADPY,

£l uunﬁ‘, perc no el uao*, protege a la nitreto.
rud#atauo de Chiorells de lo fnsctivacién que producen
sobre la FNH,-Hitrato teductass tanto el NADH como el
HADPN,



Tabla VI

EFECTO DEL NITRATO SOBRE LA INACTIVACION POR PIRIDIN
NUCLEOTIDOS REDUCIDOS DE LA NITRATO REDUCTASA DE
Chiorella |

Actividedes relativas (%)

Adicign
- ‘ NADH~dlaforasa HAbﬁ*MOSRasaf
Ninguna , " 80 | 75
_NADH 0,6 o - 70 a5
 NADH 0,6 mN, NO,K 10 mM 88 B 75
_NADPH 0,6 mM | | 32 16
NADPH 0,6 mM, NOJK 10 mM %0 70

La n!trato reductass (0,9 mg/a!‘do:proparaciﬁn\!tii se
IncubS a 452C durante 1h mlinutos en presencia de Tris~

CIH 100 mM (pH 7,5) vy FAD 10 uM, con los compuestos
que se indlcan en la tabla. Las actividades enzimfti~
‘cas se determinaron en alfcuotas de las mexclas des In-

cubacidn y se sxpresan como tantos por clento de 1a
~del control sin adiciones tneubado a 0-5%C,

15
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Los resultados que se exponen en la Flgura 8 mueg
tran que la Inactivaci8n por NADH, asl como por NADPH, no
tuvo lugar cuando en la mezcla de Incubacién estaba presen
te el NADP® a una concentracién 10 veces mayor que la de
NAD(P)H. E} NAB*. sin embargo, afectd solo ligeramente a
ta Inactivaci8n por NAD(P)H.

En el experimento cuyos resultados se muestran
en i-‘?iszAEtht se tttudl6‘§l‘§fuctn inactivante de una
mezcla de NADH y NADPH en la cual la concentracidn total
de los dos nucleétidos era constante y se varié la pra*v‘
porclén relativa de ambos. Como era de esperar (cf. Fi-
gura b y 5) la Inactivacién de la FNH2~n3tratu raduatﬁ*
sa fué 1a misma en todos los casos. Sin embargo, al in~
clulr NADPY 1 mN en 3a,aczaii.do Incubacién se observs
que el efecto protector aunintgta a medida que era mayor
la proporcién de nlnru'fraatc a nADﬁ. Akuna cunecntracf&hy
2 mM .! napp* protogl& con lgual efectividad a tadas %as
moxelas. En ta Tabla ix se observa que el nap* » !nclune

a concentraciones relativamente altas, no afectd en abso-
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Fig 8. Proteceidn por vADPY de la inactivacidén de la NADH-
nitrato reductasa de Chlorella por piridin nucledtidos re-
duetdos.- La nitrato reductasa (0,2 mg/ml de preparacidn
IV) se incubd a 25°C en presencia de Tris-CI1H 100 mM (pH
7,5) y FAD 10 uM, con NAD(P)" 1 mM y NAD(P)H 0,1 mM como
se indica en la figura. Las actividades enzimdticas se de-
terminaron en alicuotas de las correspondientes mezclas

de incubacidén a los tiempos que se indican y se expresan
como tantos por ciento de la del control sin adiciones a

tiempo cero.

11
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Tabla VI

PROTECCION POR NADPY DE LA INACTIVACION POR DISTINTAS
PROPORCIONES DE NADH Y NADPH DE LA NITRATO REDUCTASA
DE Chlorella

( Actividad NAﬂawﬂagﬁusu (%)
NADP* e g
(mM) | MAOH__ o | MNADH .| MADH _ 1
| NADPH | NADPH NADPH 10
o | m | 32 A3
1 LR L 100
2 | 82 95 | 95

La nitrato reductasa (0,2 m§imt.¢c pr~parae!6u 1v) se
 IncubS a 252¢ durante 30 minutos en presencla de Tris=
CiH 100 mM (pH 7,5) y FAD 10 uM, con distintas propor-
clones de NADH més NADPH (concentracidn total de plrie
dfn nucleStidos reducidos 0,1 mM) y wabet & tas ¢oucag,:
traclones que se Indlican, Después de la Incubacién se
tomaron alfeuotas de las correspondientes mezclas y se
determind la sctividad, la cual se express como tanto
por clento de la del contro!l sin adiciones & tiempo O,



Tabla IX

19

EFECTOS DE NADY Y MADP® SOBRE LA INACTIVACION POR NADH OE

LA NADH-NITRATO REDUCTASA

DE Chiorella

Aetlvidn&yfu!aﬁi;a :

Adlelda NABH-NO,Rasa
Ninguna | ’ﬁa
NADH 0,2 mM 33

" W, NADY & mm .27
2w, NADPY 1 M o 60
wow o, NADP® 1 mN, NADY A mi 65
" w  NADPY & mM 92
u w, NADP* & mM, NAD* 6 mH

88

La nitrato reductase (0,1 mg/ml de preparacién IV) se In-
cubS a 25%C durante 2 h en presencls de Tris=CIH 100 g

(pH 7,5) y FAD 10 uM con los compuestos que se Indican en
la tabla. Despufs de la Incubacién 1a actividad enzimfti-
ca se determind en alfcuotas de las mezclas de ln#uhdg{ﬁn,



luto & ls protecclién por uADP* de 12 fnactivacién por NADH.

En ta Figurs 9 se musstra el efecto de distintas
concentraciones de NADPY gobre 1a Inactivacién por NADH,
tiynABP* protegidé totalmente de ta Inactivaclién a concen~
traclones de 10 a 20 veces mayoraes qus Ia de HADMN. A con-
centraclones més bajas de NADPY o1 efecto protector fud
menor stando nulo cuando 1a concentraclién de WADP® fué

fgual a ta de HADH,

Efaato del 2ADP* sodre la veacotén ennimdtioa.

Cuando a1 NADNH actda como denedor de slectrones pars ls re-
duccién del nitrato a través de 1a reacclén cetalizads por
la NADN-nitrato reductasa, la velocldad de 1a resceién s
tetalmente Independlents de la prtaaneio en la mezcle de
resceién de NADP®, Incluso o concentraclones alevadas. Se
midi6 1a velocldad de reduccién de nitreto con NADH s con-
centracglones de 1@.26 y 50 ul (1a K vl?a NADN es oproxt»,
madamente t5~26 uN), v~s- observé que dsts ers la n%sna‘ta

presencls y en ausencis de ﬂkb?f, Incluso & una concentra-



ACTIVIDAD NADH-NITRATO REDUCTASA (%)

TIEMPO (min)

Fig 9. Efecto de la concentracidn de NADP sobre la znac—A
tivacidn de la NADH-nztrato reductasa de Chlorella por-
NADH.- La nitrato reductasa (0,1 mg/ml de preparacnon IV)
se incubd a 252C en presencia de Tris-ClH 100 mM (pH 7, 5)
y FAD 10 uM, con NADH (signos vacfos), o‘SJn-el.(O),
NADPY a 1as siguientes concentraciones: Ofko); Q,1 (A),
0,4 (a), 2,0 (v) vy 4,0 (©) mM. Las actividades enzimdti-
cas se determinaron en alfcuotaste lasfcdrrespdndientes
mezclas de incubacidén a los tiembbs que se indicénAy se
expresan como tantos por ciento-de la del control sin adi

ciones a tiempo cero.
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c!&u de este compuesto ! mM.

3.2.3, Proteceidn por 545?‘ de la inaotivaoidn producida
por NADE mde oianuro,

Ls Inactivacién de la PNH,~nitrate reductass por
NADH tlé»n lugsr de una forms mucho més réplde susndo se
encuentra presente o} &!iuero a suy baje concentracién
(1 un) (20). EV NADP” también muestrs un sfecto protector
fr-n;o‘: este tipo de i&nnl!vatidn, como se observe en }ag* .
?#gar& 10. Como en Y& tﬁnattvaa!&a por NADN soleo, el 849"
no produjo nlngidn efecto sobrs ta lnnctl&aa!kn en presen-

cla de clanuro.

3.2.4, Protecoién por obtree sompusstos fosforilados.

En 1o Table X se muestra qus, tanto ol derivedo
mono como el difosforlilado de la rlbuloss urottgnu‘fryntg‘f_;;
s 1a Insstiveeidn por NADN, wmientras que la ribuloss at"
produce ainglin efecto. E! ANP presenta tamblén un sfecto
protector notable, pero no ls adenosins, que es un anflo~
go sstructural sin el grupo fosfato. €1 CoA, sinm cnﬁ.rgo

no musstra sfecto protector, mientras que el fosfato por
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Fig 10. Proteccidn por NADP+ de la inactivacidn de la NADH-
nitrato reduetasa de Chlorella por NADH m&s cianuro.- La
nitrato reductasa (0,4 mg/ml de preparacidén 1V) se'jncubé

a 252C en presencia de Tris-CIH 100 mM (pH 7,5) y FAD 10

uM (@), y ademas con NADH 50 uM méas cianuré potdsico 1 uM
(signos vacfos) y NAD(P)+ 3 mM como se indica en la figu-
ra. Las actividades enzimdticas se determfharon en alfcud-
tas de las correspondientes mezclas de incubacién y se ex-
presan como tantos por ciento de la dél control sin adicio

nes a tiempo cero.

83
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Tabla X

- EFECTO DE CIERTOS COMPUESTOS POSFORILADOS SOBRE LA

INACTIVACION POR NADH DE LA NADH<NITRATO REDUCTASA
OE Chlorella

T Aﬁﬁt?idné relativa (%)
Adlclién o

ﬁka8~ﬁ¢3lasi
Ningune | | 97
NADH 0,1 mM - 6
" ", Adenosina 1 mM 14
" Mo, ANP 1 mM 82
u ", CoA t mM 7
" # ., Ribulosa 1 mM 10
"%, Ribulosa 5-P 1 mM 60
" “  , Ribuloss 1,5 4iP 1 an 68
" ", Fosfato 10 mN 25

La nitrato reductass (0,2 mg/m! de preparacién :v):;," 3
ss ncubd a 25%C durante 1 h en presencia de Tris-

CIN 100 mi (pH 7,5) FAD 10 uN con los compuestos

que se Indlcan en la tuk%c‘rnnipu‘; de la Incube~

ciSn, 1o sctividad enzimfitice se determing en alf-
cuctas de cads uns de las mezclas de Incubscién y

se sxpresa, como tanto, por clento de la del con-
treol sin adlclones s tiempo cero.
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s! solo, tlmne un tfoctﬁ'prataater aprcelahib.‘

3.3. Reactivacién de la nitrato reductasa inactivade por

pleldin nucledtidos reducidos.

‘La nitrato reductasa d-iéhlerq!id,fuiggttnneilkté
da In vitro por piridTn nucleStidos reducidos pueds recu-
perar su sctividad nddiauta tratamjento con distintos agen

tes oxlidantes.

3.3.1. Reactivaoifn espontdnea,

Uns reactivacién parcial, aéuquujiuv'xunia. :izaég
sigue exponlendo al alre el enzima Insctive una vez d%lﬁf;
nado e} exceso de reductor par’pa:o a través 6$ uni‘#oiaa~‘
na de Sephadex !ézsu Pfebaaiemcntc esta reactivacién sea

deblida a la acclén onlidante del oxfgeno atmosférico.,

3.3.2, Reaotivaeién durante el ensayo de la aotividad.
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La n!truta rnauctasa Inectivada por HADH se reac-
t!vc durante el ensayo de su activ!dad en prustnaia de ni-
trtto§ En a1 experimento que se muestre en la Flgura 11 se
ensayd la actividad de un enxima que habfa s!éa previamen-~
te laaetivado por NADH, Al principlo del ensayo s activl-
dad era muy bajls, pero duruntt Ql transcusso de éste aumen

tS hasta llegar o ser cinco veces mayor que la Inlclal,

3.3.3. Reaotivaeién por fcrviaianuré;

E! agente reactivante més eflcéz de los ensayados
es ol ferriclanuro, que produce una reactivacién répida y
préctisemente completa de la !un:-nttrnta reductass Inactl

veda previaments con NAD(P)H (Tablas V y Xi).

| 8tiﬁinan€6n dui ag&#ﬁa {naotivants ¥ cfkeia del
ferrioianuroe dabvc ia nitrato reductasa inactivada por
NADE. El expsrimento de 1a Tabla X muestrs que sl, una vez
vex que ¢} enzima ha ;tdé inactivado por NADH, se ilxutau
&ste de la mezels de Incubacién, pasfindola a través de
uns #a!umna de Sephadex 6-25, #u se recupers Inmediata~

mente la actividad, mientras que la fncubacién con ferri-~
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Fig 11. Reactivacidén de la NADH-nitrato reductasa de Chlo-
rella durante el ensayo de la actividad.~- La mezcla de en-
sayo contenfa nitrato reductasa inactiva (0,1 mg/ml), —
NADH 1 mM, NO5K 20 mM y Tris-CIH 150 mM (pH 7,5). El enzi-
ma inactivo se obtuvo incubando la nitrato reductasa (1,5
mg/ml de preparacién 1V) a 252C durante 1 h en presencia
de Tris~-Cl1H 150 mM (pH 8,5), FAD 10 uM y NADH 0,3 mM. La
actividad enzimdtica se determinéd en la mezcla de ensayo
a lo largo de los primeros 70 minutos de la reaccidn y se

expresa en unidades arbitrarias.
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Tabla Xi

REACTIVACION POR FERRICIAMURO DE LA NITRATO REDUCTASA DE
Chlorella INACTIVADA CON NADH

Activided relative 5

Preparaclén
ﬁABH*SGSﬁOII' o

A} Mitrate reductass 100
B) Preparscién A miés NADH : 6
¢} Preparacién B después de

pasada por Sephadex G~28 8
) Preparaci8n ¢ Incubsds

con ferriclanure 93

La nitrate reductass (3 mg/ml de preparaciés !!l).‘afﬁ§g
recién A, se IncubS a 25%C durante | h en presencls de
Tris~C1H 50 mn (pH 7,5), FAD 10 ¥M y NADH 0,6 ai (prepa-
raci8n 8). Para la obtenciSn de 1s preparacisn € se util}
28 una columna de 1,5 ¢m de § x 10 cm de alturs t«&(}ibrg
da con Tris-CiH 50 nM (pH 7,5) y FAD 10 uN (se cattt‘!éy
el efecto de Ia dilucién que se produce al atravesar la
columna, deterdnando la protefns). La praﬁarac!‘q C se tg
cubd con ferriclanure 0,3 mM durante 2 minutos & 0%C (pre
paracidn D). La activided enxinStica se determiné on uns
sifcuota de cads una de Ias preparscionss, lnmedistamente
despuls de su obtencién, Sl
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clanuro la 4¢vu¢lv§ de nuevo casi hasta su valor orlginal, .
le cual suglere que el fendmeno de Inactivecién va acompa~

Rade d§ una ao§¥fténﬁlén quimica del complejo enzimftico.
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4. INACTIVACION REVERSIBLE DE LA ﬁl?ﬁh?ﬁ REDUCTASA DE Chlo-

rella fusca Y Spinacea oleracea POR TIOLES

h.t.;tnig;!vagién>éu la nitrato reductasa por tioles.

b.t.%. Efbeté de los ticles sobre zéa ¢tree aotividades del

aaupidéa ensimdiioo.

~ La agtividad FNH,-nitrato reductasa de Chlorella,
as! como la de espinaca, es sensible al tratamiento con :ig
les simples. En la Tabla Xi! se muestra el efecto del PVE y
el mgf;ug#eﬁtnnél sobre las tres actividades del nampicjé;
Vemos que ambos tloles prnéuﬁaﬁ una #irdtda»nuv uwusnén é&
la act#é!dad !Maz~nttrata reductasa y, por tanto, de la —

NADH-nitrato reductasa, mientras que la NADH-diaforass no

se inactiva por este tratamliento, sino que , por sl contra=

rio, es protegida frente a la Inactivecién espontéinea. El
efecto protector de los tloles sobre ls actividad dlaforsd-
slica no es sorprendente ya que 8sta es taﬁatble'at trata~

miento con resctivos del grupo ~SH y a la oxldacidn (15),



Yabla %13

EFECTO DE LOS TIOLES SOBRE LAS ACTIVIDADES DEL CONPLEJO NADH-NITRATO REDUCTASA
| DE Chilorella “

Actividades relativas (%)

Adicién |
ﬁ&ﬁﬂ~§03R09l Flﬁz~§93ﬁl:c NADH-dlaforasas
Tratado con Tratado con
Fe(cw)3” * Fe(cw)}™ *
Ninguna 96 8o 97 85 85
PTE , | 1h 64 33 75 &l;
2-Mercaptostanc! 19 77 3 55 100

Ls aitrato'rcéﬂetasa {a 2 ngln! de preparacién 1V) se tncut& a 25%¢ lcrautc 150
ninutos en presencis de Tris~-ClH 250 ot {pH 7,5) y PAD 10 uB, con los compues -
tos que se indican en 1a tablas » las siguientes comscentraciones: BTE 10 N y

2-mercaptoestanc]l 50 mM. Las actividades enzimliticas se detearminsron despuis de
ia Incubaclidn en aslfcuctas de las correspondientes mezclas de fncubacila, y se
prrciln como tantos por cliento de las del control sin adiclones a tiempo cero.

tts ntzcta: se Incubaron con ferricianuro potésico 6,3 sk durante 2 min » 3’5
antes de] ensayo de ls cettvlaad.

i6



Tabla Xitl

EFECTO DE LOS TIOLES SOBRE LAS ACTIVIDADES DEL CONPLEJO NADH-NITRATO REDUCTASA

DE ESPINACA

- - Actividades relativas (%)
Adicién

BADH-NORasa FNH,-NO Rasa NADH-dlaforass
Tr&ta&o caa‘
f‘(z‘3£‘ &
Ninguna , 87 90 91 {00
oTE | 38 46 8 100
2-Rercaptostancl 13 ) 13 38 113
tf«giico!ate stdico 2% ‘ 45 63 13

Lt n!truta ftdaattsa (a,z mg/ml) se !acah& a zs*c 61:;::. 13% n!n an pruiunc!n

de Tris-CIH 50 i (pH 7,5), CiNa 0,2 8 y FAD 10 pit con los compuestos que se

indican en la tabla a las sigu%ontua concentraciones: DTE 10 mM, i»uttcaptoata:‘

nol y tloglicolato s8dico 50 mM. Las asctividades enzimfiticas se determinaron

despuds de la lacubacifn en alfcuotas de las correspondisentes mexclas y se ax=
yrataa como tantos por clento de lss del control sin adiclones a tiempo cero.

&tu mezclas se Incubaron con ferriclenure petéisico 0,3 afl durante 2 -lnutut i i

o%c antes del eassyo de la actlvtduﬁ.

66
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Los tioles producen en espinaca la Inactivacién
de la Fanan!trot@ reductasa de una forma semejante s la

encontrada en el enzima de Chlorella fusce (Tabls Xt11).

La dlaforasa de espinaca es protegida también por tioles

de 1a inactivacién esponténea.

h.1.2. Efecto de distintas coneentraciones de DTE sobre

la éuaétivaet&ni

La Flgura 12 muestra la clnética de I[nactivacién
de la NADM-nitrato reductasa de Chlorella a distintas con~
centraclones de DTE. Para obtener Inactivaclién la concen~
tracién de DTE debe ser mayor de 5 mM. A concentraciones
mis bajas de este compuesto se observS proteccisn, e In-
cluso aumento de actividad, debido probablemente al efec~
to del tlol sobre la NADH-dlaforasa. Un hecho digne de
destacerse es la abtuée!én de "plateaus" a distintos ni-
veles de actividad dependiendo de la ¢oncentracidn Inlfclal
de DTE, los cuales quizé Suau debldos a la disminucién de
la concentracién de DTE durante el tliempo de Incubaclién,

probablemente por oxldacién de! tlol. La representacién
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ACTIVIDAD NADH-NITRATO REDUCTASA (%)

TIEMPO (h)

Fig 12, Efecto de la concentracidén de DTE en la inactiva-.
cidén de la NADH-nitrato reductasa de Chlorella.- La nitra-

94

to reductasa (0,2 mg/ml de preparacién IV) se incubs a —

25%C con Tris-CIH 200 mM (pH 7,5), FAD 10 uM y DTE a las
siguientes concentraciones: 0 (®), 5 (v), 10 (o), 20 () y
50 (o) mM. Las actividades enzimiticas se;ﬁetgfanaron en
alfcuotas de las correspondientes mezclas de incubacién a
los tiempos indicados y se expresan como fantOS por cien-

to de la del control sin adiciores a tiempo cero..
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semllogarftaica de la primers parte de la insctivecién pro~
duce 1fneas rectas (Fligura 13), les cuales Indlcen qus ol
proceso de lnactivacisn sigus una cinftice de paeudo-prieer

orden.

Resultados semejantes & los de Chlorells se obtu-
vieron con el enzime de espinaca (Figurs 14), aunque en o8~
te caso la InactivaciSn se alcanza a concentraciones uis
bajas de DTE, probsblemente porque al determinar la sctivi-
dad Fil,~nltreto reductess ol sfecto protector y reactiva~

dor del DYE sobre la NADH-diaforasa no ss menifiestas,

§.1.3. Efecto del pH en la inactivaeidén por BTE.

Pars estudliar la Influencia del p¥ sobre la velo-
cldad de Inactivacidn por DTE, se lncubd 1a nitrato reduc-
tass de Chlorells con una concentracién fijs de DTE & dis-
tintos valores de pht y se midi8 1s activided de cada uns de
las mezclas » los 30 minutos de incubaciSa. La Flgure 15’;
wuestra que la veloclidad de Inactivacidn por BTE suments de

una formas muy marcads al! aumentar el pH, hablendo adends
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log ACTIVIDAD NADH-NITRATO REDUCTASA /)

TIEMPO (h)

Fig 13. Cinética de la inactivacidén de la NADH-nitrato re-
ductasa de Chlorella por distintas concentraciones de DTE.-

Representacién.semilogarftmfca de los datos de la Figura 12,
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Fig 14, Efecto de la conecentracién de DTE en la inactiva-
eidn de la FNH,
to reductasa (0,8 mg/ml) se incubd a 252C con Tris-CIH

200 mM (pH 7,5), CINa 0,1 M, FAD 10 uM y DTE a las siguien-
tes concentraciones: 0 (&), 1 (v), 5 (o), 10 (a) y 20 (o)

mM. Las actividades enzimdticas se determinaron en alicuo-

-nitrato reductasa de espinaca.~ La nitra-

tas de las correspondientes mezclas de incubacidn y se ex-
presan como tantos por ciento de la del control sin adicio

nes a tiempo cero.
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Fig 15. Efecto del pH en la inactivaceidén por DITE dg la
NADH-nitrato reductasa de Chlorella.-La nitrato reductasa
(0,2 mg/ml de preparacidén 1V) se incubd a 302C durante.

1T h con FAD 10 uM, DTE 10 mM y fosfato pota5|co (o) 6
Tris-Cl1H (@) 300 mM, a los valores de pH que se indican.
Después de la incubacidén tTa actividad enzimética se de-
termind en alicuotas de cada una de las mgxc]és:y se ex-
presa como tantos por cientos dg,la del;édﬁtrolgsin DTE

al cotrespondiente pH.



un camblo en 13 velocldad de Inactivaclién entre un valor de
pH de 7,0 y 8,0, Esta dependencia de) pH es parecide a l» -
de la Insctivacisn por NADH (Plgura 6).

Por otre parte se midid la velocidad de reducclién
por DTE del snlace ~$+8~ de 1a clstina, en funcisn del pH
y se obtuvo (Flgure 16) una dependencia del pH ssmsjante a
la encontrade en el caso de la Insctivacién de la nitrate

reductasa por NADH y por DVTE.

Al incubar el enzime solo a distintos valores de
pH (Flgure 17) se encontes uns ligera disminucién en la o3~
tebilidad al sumentar sl pH. Tambids se observé que la eos-
teblilldad del enzims en un tampén de tccfata'pétisleo e

mayor que en uno de Tris~CIH del mismo pH.

h,1.4, Pfecoto del FAD' en la inaetivaeidn pﬁ# DIE.

Como hemos descrito en el apartsdo 4.1,2., »l Incy
bsr nitrato reductasa de Chlorella o aspinace con concentrs

clones no muy altas de DYE, despufs de un periodo Iniclal
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Fig 16. Efecto del pH sobre la velocidad de reduccidn de la
eistina por DTE.- Las mezclas de incubacién, que confenfan
fosfato potdsico (o) 6 Tris-C1H (@) 300 mM, cistina hOIﬂM
y DTE 100 uM se incubaron a 302C durante 15 minutos. Al tér
mino de la incubacidn se valoré la cisteiné form§§a como se

describe en Materiales y Métodos.
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Fig 17. Estabilidad de la NADH-nitrato reductasa de Chlore-
“"lla a distintos valores de pH.- La nitrato reductasa (0,2
mg/ml de preparacién IV) se incubd a 302C durante 1 h en
presencia de FAD 10 uM y fosfato potdsico (o) & Tris-CIH
(6) 300 mM a los valores de pH que se indican. Las activi
dades enzimdticas se determinaron en alicuotas de cada una
de las mezclas y se expresan como tanto por ciento de la

del control al correspondiente pH a tiempo cero.



de Inactivacién, 1a actividad se estabilize o un clerto nl-
vel, que depends de 1a concentrecidn Infclal de DTE. SI! &

uns preparaci8n Incubada con DYE, y cuyas actividad se ha~

ya astabllizado a un clorto nivel, se o afiade ﬂAﬁ‘. ss pwg
duce un descenso adlclonal de actividad (Flgura 18). Ahors
blen, s| sntes de la adicién de uaa‘. ie preparscién ante~
rior se pasa N través de una columna de Sephadex G-15, pa~-

re eliminar e} exceso de tiol, no se observa Insctivecién,

& menos gue se agregue de nuevo OTE, lo cual indlca que 2
Insctivacién adlclional que produce el nao®* requiers la pre-~

sencia d; OTE.

Ls Tabla XiV muestra el resultado de incubar la ni-
trato reductasa de Chlorella con DTE y sdenés TR LU
S8 observa que, mlientras gue el TV M praii}a un Incremento
muy significativo de 1a Insctivacidn producida por DTE, el
naDP* no mostré este afecto. Los plridin nucledtidos oxlde~
dos, por s! solos, no tlenen ningln efecto sobre Ia oettv!é
dad. La Inactivacidn por NADM y NADPH se Incluye on la tew

bla como comparacién,
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Fig 18. Efecto del vADY sobre la inactivacién por DTE de la
FNHg-nitrato reductasa de Chlorella.-La nitrato reductasa
(1 mg/ml de preparacién IV) se incubd a 252%C en presencia
de Tris-CIH 70 mM (pH 7,5) y FAD 10 uM, con DTE 10 mM (o)
y sin &1 (®). A los 45 minutos se afadio NAD+ hasta 0,5 mM
a una porcién de la mezcla con DTE (4). La actividad enzi-
mética se determind en alfcuotas de las correspondientes
mezclas de incubacién y se expresa como tanto por ciento

de la del control sin adiciones a tiempo cero.



Tabla Xiv
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EFECTO DEL NAD® SOBRE LA INACTIVACION POR DTE DE LA

~NITRATO REDUCTASA DE Chlorells

Actividad zn!itlva

Adlclén
FNH,~NOgRass
Ninguna 100
DTE 10 mM 79
DTE 10 mM, NADT 0,5 mi 30
DTE 10 mM, NADPY 0,5 mn 77
NADY 0,5 mM 108
NaDP* 0,5 mn 98
NADH 0,5 mM hé
NADPH 0,5 mM 38

La nitrato reductasa (0,8 mg/m! de preparacién V)

se IncubS & 252C durante 1 h en presencia de Tris-
CIH 80 mM (pH 7,5). FAD 10 uM, con los compuestos que
se Indican en la tabla, Despuds de la Incubacién se
determing la actividad enximética en alfcuotas de las

mezclas d

Incubacién.
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Resultados semejantes a los anterfores se dbtuvie-

ron utflizando e! enzima de espinaca (Table XV).

4.1.5. Inaot{vaeidn pos DTE y por DTE mds NAD' de una prepa-
rasidn de nitrato reductasa deeprovista de actividad

FADE~-diaforasa.

En la Flgura 19 se muestran los efectos produe!d#s
por el DTE y el DYE més ¥AD" sobre las actividades enzimé~
ticas de una nitrato reductasa de espinaca iIntacta (l:qgtcg'
da) vy una nitrato reductasa del mismo orlgen desprovista de
la sctividad NADH-dlaforasa (derecha). Esta actividad dtﬁu
forésica se elimind por salentamiento 2 A452C durante 7 mi-
nutos, Las actividades NADH~ y Fuﬂzwn!tr:te reductasa de
1a preparacién Intacta disminuyeron por efecto del DTE has~
ta un 50 % de las actividades Iniclales, asf come la FNHy~ni~
trato reductasa de la preparacién calentada, la cual, a!
no tener actividad NADH~dlaforasa, carecfa también de NADM~
nitrate reductesa. Sin embargo el efecto del nao* potenclan
do la Inactivaci8n por DYE se produjo sobre la nitrato re-
ductasa Intacta, pero no sobre la carente de actividad dla-

forfislca. Estos resul tados indlcan qnc para que ss produz~
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Tabla XV

EFECTO DEL NAD® SOBRE LA INACTIVACION POR QYEJQEIKA .
; !ﬁﬁz~ﬂtTKA?6 REDUCTASA DE ESPINACA

| A Actividad relativa
Adfcién -NO.Rasa

FNNy-NO Rasa
Ninguna | teﬁ o
DTE 10 mN : g3
OTE 10 mM, NAD* 0,5 mn 8
DYE 10 mM, NADP® 0,5 mm 13
NAD® 0,5 mM 97
waoP* 0,5 e 92

La nitrato rci&etn;a (9,3 mg/m1) se f&¢ah6’n‘ts*c |
durante 2 h en presencla de Tris-CiH 50 mM (pi 7,5),
FAD 10 uM y CiNa 0,2 M, con los compuestos que se in=
dican en la tabla. Después de la Incubacisn se doter
alné 1s actividad enzimftica en alfcvotas de las mez
clas de Incubacién. |
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Fig 19. Efecto del NAD" sobre la inactivacidn por DTE de dis-
tintas preparaciones de espinaca.- La nitrato reductasa intac
ta (0,2 mg/ml), iiquierda, y nitrato reductasa carente de ac-
tividad diafordsica (0,2 mg/ml), derecﬁé, se incubaron a 25%C
en presencia de Tris-CIH 500 mM (pH 7,5), FAD 10 uM (o) y ade
mds de los siguientes compuestos: NAD+ 0,5 mM (@), DTE 10 mM
(a) y DTE 10 mM mas NADT 0,5 mM (B). La preparacién carente
de actividad diaferdsica se prepard incubando nitrato reduc-
tasa (1 mg/ml) en presencia de Tris~CIH 50 mM (pH 7,5) a h52cC
durante 7 minutos. Las actividades enzimdticas se determina-
ron an alfcuotas de las correspondientes mezclas de incubacidn
a los tiempos indicados y se expresan como tantos por ciento

de la del correspondiente control sin adiciones a tiempo cero.
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ca !ntettvac!éa por b?! no se rcqu!ort que la nAﬂu~d!&fo~,
rasa sea funclonal, pero sl parl quc se anntftcttc ot

efecto potenclador de la lnactlvual&n d:!,nub .

k.:.ﬁ?rctnéalau de !a‘n!trnté reductasa frente a !a inac*

e o e et s

~ tlvecién por tioles.

qu.}‘,Pratcaaiénﬂpar(nitra*a

E] nitrato protege de la fntctlv:cldn paf a?! de

le ?ﬁﬁzwultrato roductuna de c&lcr«!lu fusma. En la Tabla
Vi se observa que el n!tratn pretagi& a la nltrata rndag‘
tasa de Chiorella tanto de la inautivqutén por DTE sélo
como de 1a producida por DTE més NaDY. &n el caso da la
nitrato reductasa de esplinaca, ol a!:rato abolld c! cfae-
to potenclador del NAD® sobre 1a San@t!vactSn pcr’bfg.npg
ro produjo un efecto pequefo o nulo sobre la !nugiivitlsn

producida por DTE solo (Tabla xvit}.



109
Tabla Xvi

EFECTO DEL NITRATO SOBRE LA INACTIVACION POR DTE DE LA
FNH,-NITRATO REDUCTASA DE Chlorells

Adlclén Actividad relativa

raug~uosnasn ”
Niaguna | 100
DTE 10 mN 26
DTE 10 aM, NGgK 10 mM B 1
OTE 10 =u NABY 0,5 mn 19

OTE 10 wi, NAD® 0,5 wH, HO_K 10 mM 88

3

Le nitrato reductasa (0,7 mg/m]l de preparacién 1V) se

fncubf a 25%C durante 6 h en presencls de Tris~CliH

100 mM (pH 7,5) y FAD 10 uM con los compuestos que se

Indican en 1a tabla. Después de la Incaubacién, las sc-

tividades enzimfticas se determiénaron en alfcuotas de

las correspotidientes mezcéas de Incubacién y se expre-~
san como tantos por clento de la del control sin adl-

clones.



1

Tabla XVii

EFECTO DEL NITRATO SOBRE LAS INACTIVACIONES POR NADPH

Y POR DTE DE LA FHH

2

~NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA

Activided relativs

Adicién PHN,-NOgRase
';u!uguua ;°¢  |
DTE 10 =M 37
DTE 10 A, HO,K 10 mM 50
DTE 10 mH, NAB® 0,5 mM B e
OTE 10 mi, NAD® 0,5 mA, NO.K 10 wM M

3

La nitrato reductass (0,2 mg/ml) se Incubé & 25%¢ du -
rante 5 h en presencia de Tris-CIH 50 mit (pH 7,5),

CiNs 0,2 M y FAD 10 u#, con los compuestos gue se Ind]
can en la tabls, Después de 1a Incubscién se determiné
‘1a sctividad en alfcuotss de las correspondlientes mex-

clas de Incubacién,

0
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h,3. Reagtivacién de la nitrato reductasa (nsctivada por

tioles.

h.3.1. Reactivacidn espontinea.

Le exposicién al aire durante 3-h hé#is del enzima
'!nnativa prcdu}b un incremento ebusiéuraﬁ%c 6# 1a actividad,
de un modo s:ncjaatt al dascrito para nl anzin« Insctivado

5per plridfu aatlnétf&al reduclidos.

h.s.ﬁ.yédactiwecién por ferricianuro.

Las nltrato reductssas de ch!¢r¢1¥:¥y espinaca taqg

o tivadas por tioles se reactivan por ferriclanuro de una for-

ma semejante a la de los enximas Inactivedos por plridia nu-
cledtidos reducidos. Las Tables Xi! y XIil muestran la resc~
tiveclén por ferriclanuro de prnpnraclqnti que habfan sldo
previamente Insctivadss con tloles, En estos experimentos
fué preclido sfadir uns cantidad elevads de ferriclianure pa¥
ta oxlidar ¢l exceso de tioles presente en lo mezcla de In-
¢cubacién, Este exceso de ferrliclanuro probablemente produjo

la Insctivacién de 1a dlaforasa, sobre todo en el caso del
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enzima de espinacse, 1o cual explica el que no se consigule~
se reactivacién por ferriclanuro de la NADH~nitrato reduc-

tass de espinaca.

4.3.3. Reaetivacidn por otros agentes.

Despuds écﬂbottr ‘s preparacidn Inactivada por tlo~
los‘a través de una ¢a1nu#u de Sephadex ¢-25 para ellminar
el exceso de reactivo, se Intentd la reactivacién del enxi-
ms con algunos reactivos quimicos como son el |, a una con-
@ontﬁtefih 5ﬂ‘aﬂ;'aizﬁg. 1,5 uM; ﬁs&zﬁa, 0, mM y c~tedﬁsa*
benzoato s8dico hasta 10 mN. Todos estos reactives han sido
descritos eana‘ﬁapaatn de unlir srupai Qlﬂ pf&utnﬁ:; blen
por as!dnelcu, bien por foruaa!&u de un puente del t!pe
~$-A-$~. Tombi&n se Intentd la rucettvacléa con HAQ 'y ua»r
AbP, ATP y nltrato. En alagﬂu caso se obtuvo una rnaattvaﬂ
ctéu ¢oayarahlo s Ia que produce el fcrri¢inuuro, ¥ &nica*
mente se ab:arv& un t!gcro :unantn de aetlvtdad con O! nttra

to.



5. INACTIVACION REVERSIBLE DE LA NITRATO REDUCTASA DE
Chlorella fusca POR SULFITO. ‘ "

5,1, Inactivacién de la nitrato reductass por sulfite.

5.1.1! Efeoto del sulfito sobre lae trcl‘aaitﬂidadéb del
oomplejo ensimétiao. | |

N1 suffito.‘qad es un resctivo de grupos disel-

furo (391) se comporta también como un agents Inactlvante
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de la nitrato reductasa de Chlorells. El efecto de este

reactivo sobre las tres sctividades del cqnpiqj@ enximé~

tico se muestra en la Tabla XVII! donde puede observarse

que, tanto la tet(vid;d fﬂnz*a!trate'rt¢u§tntt &oho %g

Nﬁﬂﬁ?ﬂ*tf!tﬁ reductase se luaqtiyan:pqrcigiu-nto.yqr sul
f!to,gu!cqtrn:,qug la ukoﬁ-dtatorqso se protege por este
tratamlento. La Inactivacién por el suifitu es sugho mis
lenta gaq‘lns:produgtdat por la:‘pgridfa:nqcl¢6tldo; fd-

ducldos y por los tioles yo que se necesita Incubar el

enzima con este reactivo durante 7 horas para obtener ﬁa

90 X de Inactivacién (7lgura 20),



Tabla XVil1}

EFECTO DEL SULFITO SOBRE LAS ACTIVIDADES DEL COMPLEJO NADH-NITRATO REDUCTASA
DE Chiorella

| Actividades relativas (3)
Adicién

ﬁ&ﬂﬂ-&ﬁaltsa~ Fuﬁz~ﬂeaﬁasa, NADH-dlaforasa
Trataéa con Tratado con
Fe(cn)3™ * Fe(cm)3™ *
Kin§ku;~ 72 . 0 ’>%~ 66
50,Ms, 23 23 30 6 105

La nlitrato reductasa (0,5 aﬁiu} de preparacién 1V) se incub8 a 253C durante

5 h en presencla de Tris~CIH 250 an (pH 7,5) y FAD 10 uM, con sulfito sédico

10 mM. tas actividades enzimfticas se determinaron despuds de la Incubacién,
en alfcuotas de las correspondlentes mezclas y se expresan como tantos por
ciento de las del control sin adiciones a tiempo cero. '

'Lls n.tc¥:s se Incubaron con ferricianure potésico 0,3 mM durante 2 min a
ﬁﬁc;gatas del esnsayo de la actividad. , SRR

11
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ACTIVIDAD FNH,-NITRATO REDUCTASA (%)

o
~
>
o

TIEMPO (h)

Fig 20. Inactivacidn por sulfito de la FNHZ“nitrato reductasa
de Chlorella.- La nitrato reductasa (0,5 mg/ml de preparacidn
IV) se incubd a 252C en presencia de Tris-ClH 250 mM (pH 7,5)
y FAD 10 uM, con sulfito sédico 10 mM (o) o sin é! (@). Las
actividades enzimdticas se determinaron en alfcuotas de las
correspondientes mezclas de iﬁcdbacién y se expresan como tan

tos por ciento de la del control sin adiciones a tiempo cero.
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5.1.2, Z}ecté det Wap® en la inaotivaetén por sulfiteo.

5¥ T M pardaa potcn¢iar la Inactivacifn por sulfi-
to de la nitrato reduatatu (Tabla xtx) como en Q‘ caso de

1a !sxctlvac!én pur DTE.

5.2, ngteqciﬁn_da‘la,altfate,roésctiia ffﬁatg\a la iaa#glj

vagisa‘pér :uifggg.

5.2.1. Protecoidn por nitrato.

- E} attr:tofafatagt de la ¥na¢tivuc!6a‘qga‘yrnyogn
el sulfito sobre la FNH,-nitrate rtdact&su‘tfahla xtx) dt
una form; semejante a la encontrada en las tnu&ttvauloats ”,‘

por NAD(P)H y tloles (Tablas Vi, XV1 vy xvc:).

5.3, Reactlivaci8n de la nitrato rudu&;;sa'lngntivgdﬁ por

sulflto.

5.3.1. Reaotivaeién por ferrioianuro,

Como en las otras inactivaclones c!tudladxtifdi\
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Tabla XiX

EFECTOS DEL NITRATO Y NAD® SOBRE LA INACTIVACION POR
SULFITO DE LA ?lﬂz*ﬁiVIAfﬁ REDUCTASA OE 0&!2?3!!0

Actividad relative
Adleién

Fﬂﬂz*ﬂﬂ,ll!§
Hinguna _ 100
sa,uaz 10 aM, | 19
sﬁ,&:x 10 N, 30,& 10 mM 56
$0,Na, 10 mn, HAD® 0,5 mM 8

Ls nitrato reductasa (0,8 mg/m! de preparacién 1V)
se Incub8 a 253%C durante 7 h en prasencia de Tris-
CIH 100 wM (pH 7,5) y FAD 10 uN,con los compuestos
qus ss Indican en Ya tabla, Despuls de l1a lncubscién,
se determinaron lqs sctividades enziméticas en oif -
cuotss de las correspondlientes mezclas de Incubacién.
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ferriclanuro reective a 1o altrato reductase tnactivads por

sulflito (Tebla XVIIL).
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iV, DiISCUsSiON



1

Le reduccidn y ulterior asimilacién de las formas
oxidadas del carbono, nitrégenc y azufre constlituyen rutas
~metab8licas psculiares de las plantas y orgenismes verdes.
Los qmacionudot compuastos inorgénicos son Pt‘ulfdﬂt'ﬁlfl
su Incorporacisn en material celular utilizando sgue como
danador:in ainetreu&i y luz como fuents de qunrgta; Aparan
temsnte ol control de sstos proceses no depends de ti n -
z28n ATP/ADP, eos declr, del estado energético da,)a;dtiuia,
sine més blen de la proporcién relativa entre p!r!@fnyu« -

cleStidos reducldos y oxldados,(102),

Al pasar de ta lux & la oscurlidad, o viceverss, se
producirfa un ecu&le en sl estado de culdowriﬁuttlﬁn\'dc 1)
clula, que controlarfa 1s proporcién entre las formes ac-
tivas y las Inactivas de los menclionados enzimas Intercon -

vertibles.,

El complejo enximitico nitrato reductasa estudlado

Q

&l

0
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sn el presente trabajo, catalliza el primer paso an la reduce
cién asimlilatoria del nitreto, y parece estar controlade por
un mecanismo de Interconversién entre uns forma cxtdaduVy:tg
tiva y otra reducida o Inactiva, Este tipo de Interconver -
s16n vesponderfa al plan geners! de regulacién de los enxi ~
mas asimllatorios discutidos, que hemos viste que itp&udoﬁ‘

de} estado redox de la céluls.

Las nitrate reductases de diversos erfgdait,ti?ix-
bfs que eran sensibles al resctivo de grupos nu!fh!drif§‘ 
pMB (1n~ao). No obstante, en lotkauparlnqatas attadot;’ sb
ehadfe ¢l resctivo directamente s la mezcla de snsayo, por
lo cual no se podfa distingulr entre (ahibicién o !éngtféiﬁ
¢lén. Nosotros hemos Incubado el enzima de eh!gr311Q ééhx
pHB durents distintos tiempos, antes de! snsayo de activi-
dad, que se realizs en una mexals vrletlaﬁnnutn dtsprcvtgﬁi
de yaﬁ tibre (Tabla 11). Los resultados asf obton!d¢o hu§sﬁ

tran que el pNB ejerce un tf.ete,lanct!vnata sobre !Athltfﬁ



to reductasa como consecuencia de la modificaci8n de sus gru-
pos sulfhidrilo, ye que la adicién de tioles sencililos a una

preparecién enximética Inactlivada por el pHB produce su resac~

frnd £

tivacién (Flgura 2). Otro reactivo de grupos ~-SH, la NEM, pro

dujo también lnactivacién del enzima (Tabla f11). La activi ~

dad NADH-dlaforasa se mostré mucho més sensible 2 la inactiva

cién por los dos reactives usados que la FMH,-nitrato rtﬁacig;

s2. Lo mismo que de 1a Inactivacién por pHB (18,20), el NADH,

pero no el NADPH, nao® Y HAB?*, protegs de la !n:atlvuc!&u'

que produce 1a NEM (Table IV), lo cual parece indicar que los

dos reactivos se unen al mismo o los mismes grupos su!!b!#v?é

1o pars dar lugar & la Inactivacién.

&a~uaycr parti de las dash!drngcna;at d-;-nd!ontc:
de plridfin nu¢!eéttdos reducldos se !nnﬁtlvaa mediante trata~

miento con reactivos del grupo sulfhidrilo (75,92). En nuubus

casos, la presencia del piridfn nucleStido substrato do},omql

ms, lmpide que la Inactivaclién tenga lugar, por lo que se ha
tunnrlda que el grupe o los grupos su!fht&rtto respossables
de la Inactivacién podrfan nstar locallizados en el :ltla de

unién pars el piridfn aucledtido, Apert esta locn%tunc;ia de

los grupos citados el que, al parecer, un grupo ~su,!nttrvl¢-
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ne en ol mecanismo de colllisis de tres deshidroganasas (93“'~

95). Por todo ello, es razeonable pensar que el NADH cjctturfa
su efecto protastor de la nitrato reductass al unirse at sn»

zlmas en ¢) sitlo que contiens el grupo o los arapas‘Su!fhl'~

drilo responsables de ls Insctivacién, sunque no puede eliml

narse o} que los grupos sulfhidrilo cltedos estuviesen loca-

lizados en un sitio diferentes y pasasen a ser !nnacom!tloi'§

los resctivos como consescuencia de un camblo en la» ceafnrapé~;

cién del enzima producida por el NADM,

Nuestrs preparaclién parclaimente purlficade 6‘ §$ ¥~ 

trato reductasa se Inactiva por NAD(P)H, pero ne por ng;(,)“
(Tabla Vv y Flguras & y 5}, v se resctive por ferricisnure,

pero no por ferrocianuro {Tabla Vi), La eliminscisn del NADH

libre de la preparacién Incubsda con este compuesto no prody

ce renctivecién (Tebla Xi), lo cual indica que o) p!rlifﬁ L

clsbtido reducido ha modificado quimicamente al enzlms, sta

embargo, s! esta preparacién se mantiens durante varlas ho =
ras en presencia de oxfgeno atmésferico, se produce uns reag
tivacién parclal., EV ferriclanuro, en camblo, causs 1a resc~
tivacidn practicamente completa & Instanténes de!l toup!ojoJ‘

enzindtice.

9
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Vennesland y sus colaboradorss han estudiado la ni-

trato reductasa de chioriila iu!giril; 1a cual se obtiene

tnactiva an el extracto crudo y se resctiva durante el proce
so de purificacisn (29). Este grupo de Investigadores ha lo=
grado reclontesents la reactivacién del enzims en el extrac-
to crudo por tratamliento con ferrlclanuro, y n‘i”iihtii&htd

por ¢! oxfgeno atmosférico (A0). $u preparacién éﬁr%ffaada y
activa como la nuestra, se Inactiva por NAD(P)H y se reactl-
va por ferrlclanuro. Ademés, la lnactivacién por NAD(P)H se

acelera por adlcién de un componente celular de pesc molecu~
lar comprendido entre 1,000 y 10,000 daltons, el cual se se-

pars de la nitrate reductasa por f11tracién (96).

Nusstros resultados y los anterforments expusstos
fndlcan que la Insctivecidn por NAD{P)H de 1o altrato reducta
ss se debe a uns reduccién de sste cénpiajo enzindtico, v la

resctivacién a una oxldacién,

" Resulta sorprendente que sea el mismo ihbt!f:té’ que
proporciona los elecwones pars la reducciSn del nitrato, el
NADH, el gue provoque la fnsctivaci8n del enxima, Sin embarge,

hay dos hechos que Indlcan que Gnicamente se produce 1a Insc-
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tivacién del enzima en determinadas c¢lircunstancias ngbtunga? '
les. Por un parte, is concentracién de NADK necesarlia para '

la reducelién enximbtica del n!trata'u:fnuyfbugn‘(xi fgual §;?  k‘
10-15 yM), mlientres que para producir tnu@ttvh¢16341a'¢§&é¢£;* n
traciSn de este plridfn nucleStido debe ser mayor Qﬁfrﬁxiﬁj?" 
demente 100 yM). AdemSs, en presencia de nitrato la tntzttig "
"¢i8n no tiene lugar (Tabla Vil). Por todo al!c'it;tntccivjjfﬁ 5
~¢lén de la nitrato reductasa s8lo se producirfa a una conaﬁg;
traclién de NADH alta y en au:nnwta‘ﬁﬁ nitrato, condlcién ¢§~_

ta Sitima en 1a cual no serfa de ninguna utilidad taAcxt;tfgff

cla de un enzima Inactivo.

El NADPH, que no actua como donador de oioctrbaoiiy‘f
para la reduccién enzlmftica del nlitrato, Inactiva a la u§‘¥ r
trato reductasa con la misma effcacla que el NADH (fiyarafh :}
y 5). Esta distinta especificidad observada #art‘iql‘iuu8a§» 
nos de reduccidn enzimftica del nitrato e Inactivacién del
enzima, podrfa ser un reflejo de la distints especificlidad
in vivo de los dos procesos: el NADH para la reduce!én 6023  ,

nitrato, y el NADPH para la Inactivacién,

Los tloles producen una Inactivaci8n de las n!trité

reductasas de Chlorella fusca y Spinaces olsraces que tlenen
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 muches puntos de semejanza con la obtenfda con pliridin nucles-

~ tldos reducidos (Tablas Xit y x;;;),,gg,ga,»‘u,»g‘!n, e loaés’
tive la FNH,-nitrato reductasa, sin que disminuya la activided
‘NADH-dlaforasa, y en los dos casos, el nitrate protege ds tn
Inactivacién (Tablas XVI y XViL), vy o fcr;icitaar@lraagg}*g

la arapqraat&n‘!nncgtvnda_(T:b!§¢ X1l y Xtit). Ademds, tante

eon tloles como con piridfn nucleStidos reducidos, la veloci-

dad de &nucg%vaﬂién muestra aun_dcpindnngtg semejante del pH

(ef. Flguras 6, 15 y 16),

E! efecto Inactivante-de los tloles s!up!o; sobre la

nitrato reductasa de Chlorsils fu:@l que se describe on este

trabajo esté aparonxcncntc an dcsacuurdo con resultados obte~
nidos reclentemente por Salomonson g;wgi,(ﬂﬁ). Segln estes
autores, n} c!_gtutatieg reducldo, ni la cistefna, nl el DTE,
producen Inactivacién de la nitrato reductasa de Chlorella

vul

aris. Esta discrepanclia podrfa deberse a diferenclas entre
su preparacién y la nuestra, ya que Incluso distintas prepara-

ciones do'nitrato reductasa de Chiorella fﬁ!g!;ﬁbt‘ﬁldll:dﬁ la

misma forma se Inactivan en diferentes grados (80). Ademfs, '
los autores citados no especifican la concentracién de tfoioa,
usada en sus experimentos, y nuestros resultados muestran que

la Insctivacién por tioles es muy sensible a la concentracién
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de €stos: a concentracliones de DTE menores de 3 mM no se ob~

serve inactivacidn.,

Como se hs Indicado en la "introduceién", los tioles
y ol sulfito son reactivos especfficos de lct'punntos‘dttdffg
ro en las protefnas simples (71,74,79). Sin embarge, las nf -
trato reductasas estudliadas bo son protefnas simples, sino
flavomollbdoprotelnas que tal vex contengen tnubl&a‘alﬁacibw

mo (’?g’ »

La reactivacidn de la nitrato reductasa !aaativadu
por tioles se consligue con ferriclanuro, que es un reactive
que oxida a los grupos ti8licos para producir puentes disulfuy
ro (74). Sin embargo, otros resctivos que han sido descrite
como formadores de puentes dlisulfuro s partir de qrap#;‘isa,
no han producido reactivaci8n, como tampaco lo ha producido
el arsenito, reactivo que 1iga dos grupos sulfhidrilo con la
formaci8n de un puente estable {(Apartado 4#.3.3). Esto se ex-
plica sl tenemos en cuenta que los supuestos grupos *Sn Qac
han de formar e] puente pertenecen s una protefna y pueden no
ser accesibles a determinados reactives, o bien la conforma-~
cién de la protefna puede no ser la adecusds en presencls Qu

estos dlitimos pars la formaclién del puente,
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A pesar de que es preciso un estudfo mids detallade
para obtenar resultados conclusivos, es razonable admitir
como hipStesls ms probable que los tioles producen a Thac
tivacidn de la nitrate reductass por reduccién de une é”@aéé“"
rios puentes disulfuro, y que la reactivacién que produce
el ferrlclanuro ses debida @ 1a formacién de los clitados |
puentes por oxldaciSn de los correspondientes grupos suifhi-

df‘“#-

k! nitrato podrla ejercer su ofecto protector ;i‘»~ '
mantener oxldados los grupos cuys reduccién se acompafa de
inactivacién, o blen al Impedir el acceso a los citados gru~
pos o al establillizar una conformacién activa del complejo,.
La reactivaclién par nitrato estarfa en favor de 1s primers
explicacién de! efecto protector; sin embargo, aunque la ni-
trato raductnin insctivada se reactiva durante ¢l ensayo de
la actividad, en presencla de nitrato, y otros autores han
deserito la reactivacién por nitrate solo, nosotros no hemos
observado nunca este efecto en ausencla de nitratoe (F!gur; |
11). Por otra parte la proteccisn por nitrato de la inactive .
clén por DTE (Tablas XVI y XVit), a pessr de que este dtti;;_
no es donador de electrones para la reduccién dol nitrato,

parece oponerse a que sea responsable del efecto protsctor
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una oxldacién produclida por este substrato.

tu;néo la primera aat!v!dad paratt! del conp!n}o,

la MABH*dtaferusa dc ch¥¢ro!lu fusca, ha t!du prov%ngtntn -

inactivada con pﬂB,\c! ofcgte,!npxttv;ntczdci,Hknﬂ_gghrok
la FHH,~nitrato reductasa es muy pequefio (Y»Q!Q‘?J). ¢u 1o
!eup} se concluye que la lnactivacién por NADH fnqqlqaﬁzlg:
‘existencla de una porcién dlaforésica activa, Este requeri-
miento ha sldo uitudtudo con mayor detalle en nuestro ﬂ#pag
tamento, utilizando nitrato reductasa de espinaca (Fig. 19),
con resultados parecidos. En contraste con 12 inactivacién
“eon NAD(P)H, la inactivaclén por tloles de la altrato reduc~
tasa de espinaca no requiere la presencia de una dlaforasa
funcional, lo cual Indics que probablemente estos compuestos
actden sobre grupos disulfuro de la porcién FNH,-nitrate re-
ductasa, vy no & través de la diaforasa, como psrecen hacerlo

los plridfn nucleStidos reducidos, .

La diferencia de ospecificidad para !osvpirtdfn_aﬁw
cleStidos reducidos de 1a catflisls enximética yitnilaqggpvg
cl8n, puede deberse a la existencla en el complejo de dos s

tios distintos de unién para plridfn nucleStidos: uno serfa
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el sitlo activo de la NADH-dlaforasa, y el otro tendrfa una
funclén reguladora. La protecelén por-uknr'. y‘na‘pcrkab*,
de 1a Inactfvacién que produce el NAD(P)H, y Ta falts de
efecto de este compuesto sobre la te!lvtdld‘ﬂa!fn‘t}co; tn-
dicarfan su unién al sitlo regulador y ne\n!iept#!f!!ca.v
Por otra parte, e} Nkb*, que ejarce un efecto :(u‘raf&u en
la Inactivacién por tloles del cual carece CKVK#§?*;~l.‘unf~

rfa al sitlo catalftlico y no al regulador.

€l proceso de Inactivacién por plr!éta~n§¢ta6tidaa
reducldos de las nitrato reductasas ¢s:udiadas,censtituyt.
al parecer, un mecanismo para la rigu!aelén‘f&:iatégteu de
1a actividad del! complejo enximético. £s probable gun los
piridln nucleStidos reducidos Inactiven a ts nitrato reduc-
tasa al produclir la misma modificacién quimica qn&‘tutvtto~
les, esto es, al abrir por reduecién puentes disulfuro del
complejo. La reactivaclién se producirfa al rtféruqfii*ioi
cltados puentes por oxidaclén de los grupos aulfhlér!!o co-
rrespondientes. Este mecanismo de regulacién pertenecerfa
al grupo de las interconversiSnes por reduccién de puentes
disulfuro a grupos sulhldrilo. En este tipo de Inttrconvcré

si6n se han Incluido tentativamente toda una serie de enzi-
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mas, la nitrato reductasa es, a nuestro parecer, de los que
tienen m8s probabilldades de presentar !a‘tntnrednvcrtlén’
menclonada. La mayorfa de los otros enzlimas se lnactivan

por oxldacién de los grupos ~3H y se lnactivan por redgg#!Gn,
lo cual es un fenSmeno bastante generallzado e Inespeciflico,
que ss debe al hecho de que los restos de clstefna no'tndﬁcg
tran en general en los enzimas Intracelulares en su forma re
duclda. Al oxidar estos grupos, se cambla la estructura del
enzima, y como consecuencia de este camblo, en muchos casos
se plerde la actividad, la cual se suele rﬁeﬁpcrar:pur'?qéug
¢lén con tloles. En el caso de la nitrate raductanu,if& for-
ma oxldada es la activa y la reduclida la Inactiva, y por
ello es probadble gque a! puente disulfuro, poco frecuente en
1a arﬂutttetura de tn:lmas'intracciﬁ%arut, tnnga‘aiguna fun~

¢lén especlflica, que podrfa ser de caracter regulador.

El requerimiento de una porcién diaforfisics funclo~
nal para que se produzca fnactivacién de la PNHg-nitrate re~
ductasa por NAD(P)M, podrfa expllicarse sl le HADH-dlaforasa,
u otrs protefna relaclionada con alla en el complejo, actuase
como enxima regulador para reduclr, ut!lizande NAD(P)H como

donador de electrones, un puente disulfuro locallzado proba-
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blemente en la porcién ?uﬂ:~n¥trato‘r§ductﬁst del coniplejo.
Hiy tods una serle de enzimas Q&., utiiizando eomo daniéér
de electrones piridfn nuclestidos rteue!dot!irdluctaipaen~
tes disulfuro de moléculas simples o complejos (98-100), y
¢! postulado enzima rﬁiu!aaar‘ptrtnnteuffn»b ests clase de

enzimas.,

Le Inactivacidén por tioles, en cambio, no ré#u!qf.
1a existencia de una porcién dlaforfsica funclonal, lo cual
se #nﬁar!a a su actuascién directas sobre los pusntes diiulfg

Ed, y no s través del enzima regulador, como el NAB(P)H,

Aunque toda una serle de compuestos, muchos de ellos
no fisloléglcos, protegen a la nltrato reductasa de l§ fnt5€L
vaci8n por NAD(P)N, de los piridfn nucleStidos oxidados, el
ﬂAB??, paro no el l&n*. es efectivo como agente yrétuctor, £l
nnar*, a concentraciones Inttrntdtui; presanta un mayor efec~
to protector de ia tntctBVusiéa‘pér~nAarﬂ que de la éreduetda
por NADH (Tabla VII1). La espacificidad de la proteceiSn pusde
deberse a la existencla de un sitlo de unisn pars los piridln
nucledtidos, de fssctéa‘?tgu!idara, ct‘aatirpo&rfi‘!gr‘tnfv!ve

especlfico para NADPH y aaur‘. como se ha propussts int«rtﬁr~
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mente, S! esto es asi, los eempu.stoUﬁcnturtorts‘inrfaa'léi*
rcipaattbl«s de que la nitrato reductasa se ﬁneantrascidﬁ~;*“
forma activa o Inactiva, sin que el proplio substrato de }tgf;f“
reducelén del nitrato, el NADH actuase como agents Inactl Qf :
vante, En relacién con el proceso de lnactivacién In vaﬁ;qf'
hay que tener en cuenta el posible df:eta potenclador del

ADP postulado por Losada (101),

De la reactivacién In vive se conoce muy poco. Po~
drfa ser el nitrato 816, o Junto con el nnuﬂ,‘c!’agaati“*
reactivante, o blen podrfa la reactivacisn estar catalizads
por un enzima que haya sido eliminado durante la puflfiaa*

¢lién,

A ;&tnr de qui ss muché 1o que se ha aprcndldo:nu *,
los G1timos afios acerca de la Iatcrucavur:!#u'u&tud!i&i,kgg‘,'
davia seré necesario un nayar'aoaéclnlcatu éal‘ddtaltc'qafviy
mico del proceso, de la estructura y composidién del cdnﬁlg;‘
)o enzinftico, asl como de los mecanismos que sctlan in 23v§
antes de que se tengs una visién clara de! procese v'da,uwif

consscusncias en ta regulacién de la nitrato reductasas.
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1.~ Los resctivos del grupo sulfhidrilo pehidroximercuriban~
zoato (pHB) y N-etil-maleimida (NEN) Insctivan al compla
Jo enzimitico nitrato reductasa de Chlorells fuscs. La

setividad parcial HADH<dlaforass es mucho mis sensible &

astos reactivos que la ruua-uftraee reductass.,

2.~ E1 NADH, peroc no el NADPH, el uaoP?* o ol uaa’, proteges &
le NADH-dlaforass de la inactivacién por NENM,

3.« Los tioles simples reactiven a la nitrate reductass Inesc~

tivada por pMb,

4, E1 NADH y ol HADPH [nactivan al complejo nitrato reducta-

sa de Chiorella fusca: producen la fnactivacidn de lo
Fﬁuz~nltrato reductasa, y como censecuencis de la NADH-

nitreto reductasa, pero no de la NADH~dlaforass.

5.~ $1 la HADH-di&forase del] complejo quzljltiga taftaacttvu
previamente con pHB, los pliridfn nucledtidos reducidos
apenas producen Inactivacién de 1o ?au,#QCtruto rodu#ta»
sa. Esto Indica qus 1a lnactivacién por NADPH de la rna?~
nitrato reductasa requiers !s presoncls de una ﬁ&&ﬂédfaﬁg

rass funcional en o) complejo.



e
(S8

6.~ El nitrato y el uuao’, pero no el lhb‘. protegen » le ni~

trato reductasa de ls Inactivacién per'ﬂhb(?)u.

7.~ La nitrato reductasa Inactivada por NAD(P)H se resctive
por ferriclanuro y tamblén dursnte el ensayo de ls acti~
vidad NADH-nitrato reductasa, en presencia de nitrato y

HADH,

8.~ Los tioles simples, como los pirldIn nucledtidos reduci-
dos, fnactivan a las nitrato reductasas de ch!arblgu fus~
cs v Splasces olerscesn: producen Inactivacibn de la f!u:*,
nitrato reductasa, y como consecuencia de la NADH-altrato

reductasa, paero no de la NADH-dlaforasa.

9.~ £l ﬁAD*.rpro no el uanr’, potencis el efecto Insctivante

de los tioles.

10.~ La tagatlvucl&a por tioles de ls nitrato reductass de Spl-
nages oleraces nc se afecta 8! fInactiver previaments por
calentaniento la NADH-dlaforasa, pero e! «fecto potencia-

dor del NAD® desasparecs,

11,~ E1 altrato protege & 12 nitrato reductasa de la Insctiva-

clién por tioles.
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Ls nitrato reductasa inactivada por tioles se reactiva

por ferriclanuro.

El sulfito Inactive a ta nitrate reductass de Chlorella
fusca: produce Inactivacién de la Vﬂuznn!trntafrotnltun
sa, y como consecuencis de la NADH-nitrato reducatess,

perc no de la NADH~dlaforass.

£1 nltrato protege a la nitrato reductasa de la insctl-

vacidn por sulfito.

La nitrato reductasa Insctivada por sulflto se rnaat!vi[

por ferriclanuro,

La tnactivacién por plridfn nucletidos reducides y tio-
les tiene caracterfstices muy semejantes, y ol parocnk :
van acompafladas de la misma modificaclién quinmica del an-

zima.

La modiflcacién qqfmica que acompafia & 1» Insctivecién
consiste en une reduccidn,y la que acompafia 2 12 ruadtt~l
vacién sn una oxldeclién. Probablemente sean pudntoikdlﬂ'

sulfuro los que se reducen durante la !uactlvad!&avy§qu_

do a grupos 8G1fhldrilo, y Sstes se oxidan durante la re-
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activacién pasando a puentes disulfuro,

18.- Esta (nterconvers!&n entre una forma oxideds y activa
de la nitrato reductasa y otra reducida e Inactiva, pa-
rece constitulr un mecanismo de regulacién del comple~

}e_-uz!a‘t!cu;tn vivo.

19.~ Aibfﬁ&ionnnt- existen dci s!(!os de unibn diferentes pa-
ra los pikrldln nucledtidos: uno de ellos serfe el sitie
cataiftico al que se unirfa el NADH para la reducelln
del nitrato, y el otro serfa un sitio regulador, al que
se unirfan el NADH o NADPH para Inactivar por reduccién

a la nitrato reductasa,

20.- La porclén NADH-dlaforasa, u otra protefns relacionsda
con alla en el complejo, contendrfa ol sitio de unién
paras los pirldfn nucleStidos )lamedo regulador, y pedria

sctuar como enxims regulador de la (nterconversidn,

21.- Parece probable que las concentraciones relativas de
BADPN y NADPY sean las que controlen in vivo el estade

fun¢tonal del complejo nitrato reductasa.
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