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Keilin (%) observé que las axidas alcalinas inhiben la respi-
raci6n celular y la accién catalitica de la citocromo oxidasa.
Aparentemente las azidas se combinan con el grupo activo de
la oxidasa por un mecanismo similar al cianhidrico. Keilin y
Hartree (%), Stannard (°), Armstrong y Fisher (), Winzler (8)
y Stannard y Horecker (%) han estudiado cuantitativamente la
accion inhibidora de la azida, tratando de establecer el nimero
de moléculas (n) de azida que se combina con cada grupo activo
de oxidasa y la constante de disociacién del complejo (K;).
Dichos estudios han sido realizados en su mayoria (! 5 8) con
sistemas enzimaticos complicados, como museulo, levaduras, ete.,
habiéndose comprobado en algunos casos, que la accién inhibi-
dora de la azida es diferente de la del cianhidrico. Como la
inhibicion de la respiracién celular por la azida y el cianhidrico
es debida principalmente a la inhibicién de la ecitocromo oxidasa,
se ha creido conveniente estudiar la accién de la azida sobre
preparaciones purificadas de oxidasa para compararla con la
accién inhibidora del cianhidrico, la cual se ha estudiado en
unltrabajo precedente.
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METODOS Y MATERIAL

‘Las constantes » y K; se calculan mediante la ecuacién [1]-
cuya validez se ha considerado previamente (7). Los simbolos
tienen el mismo significado que en el trabajo anterior.

[1] log < — 1): n log [In] + log K,

Yy

DISOCIACION DEL N;H Y SUS SALES. — Las concen-:
traciones de N;H y-N-3 son funcién del pH y se calculan con
las expresiones [2] y [3].

antilog (pH-pKa)
[2] [N-3] = [N,Na]

1 4 antilog (pH-pKa)

1
[3] [N, H] = [N, Na]

1 + antilog (pH-pKa)

La medida de la actividad de la citocromo oxidasa, el ana-
lisis- estadistico de los resultados y la preparacién de las res-
pectivas enzimas, se ha realizado como en el trabajo prece-
dente (7).

RESULTADOS

a). INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA ACCION
' INHIBIDORA DE LA AZIDA

La intensidad de la accién inhibidora de la azida aumenta
ligeramente cuando el pH, medido con electrodo de vidrio pasa
de 7,3 a 5,3. La conceritracién del 4cido hidrazoico aumenta
casi 100 veces al disminuir el pH, mientras que el i6n hidra-
zolco disminuye s6lo 1,1 veces.

Considerando que una variacion en la concentracién total
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de la azida del orden de 100 determina un cambio importante
en la intensidad del efecto inhibidor, se debe admitir que
el i6n hidrazoico es el inhibidor efectivo (TABLA I).

TABLA I

ACCION INHIBIDORA DE LA AZIDA SOBRE LA CITOCROMO
OXIDASA A DIFERENTE pH

#l O, consumidos, en 10 minutos (promedio) por una preparacién de cito-
cromo oxidasa de higado (E) en presencia de 0,5 10—* M citocromo ¢,
0,01 M p-fenilendiamina (F), amortiguador de fosfato M/20. T. 30°
[NaNé]: 10—* M. Para pH 5,3; [Ns—]:0,89 10—*M; [NgH]: 1,06 10—M.
Para pH 7,3; [N;—1:0,99 10— M; [N,H]:1,18 10— M; [N,—] y [N,H],
se calculan segtin las ecuaciones [2] y [3]. Ka (%), N;H:25 10—

———— —

PH 5,3 pH 7,3
E4+c¢c4+ F 27,4 109
E+4 ¢+ F + N,Na 10,8 47
Inhibicion 61 9, 57 %

— — — o e—

b) ACCION DE LAS CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE AZIDA

Cuando se estudia cuantitativamente la aceién inhibidora
de la azida sobre las preparaciones de higado y corazén con
p-fenilendiamina como reductor, se obtienen los resultados re-
feridos én la TABLA II y GRAFICO I y II.
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TABLA II

INHIBICION DE LA CITOCROMO OXIDASA POR ‘EL ACIDO
HIDRAZOICO

Reductor :. p-fenilendiamina. Actividad de la enzima (v y v,) expre-
. sada por ul 0; consumidos por la enzima en 10 minutos (promedio) en
presencia de 4,5 10-* M citocromo ¢ y 0,01M p-fenilendiamina; concentra-
cién de N;Na segin detalle T. 38°. \

OXIDASA DE HIGADO OXIDASA DE CORAZON
v. log (i — 1) log v, 1og (1 —_— 1.) log
v, , [N,NaJ Ao, [NsNa]
1,6 = 02 1,44 + 0,13 | —2,00 6,4 =+ 0,5 1,056 + 0,09 | —2,00
3,3 + 0,2 1,16 = 0,06 | —2,22. 8,4 =+ 0,5 0,92 + 0,07 | —2,22
7,1 = 1,5 0,79 = 0,27 | —2,25 13,3 = 0,9| 0,69 + 0,08 | —2,34
12,1 + 0,9 0,50 = 0,07 | —3,00 13,9 + 0.9 0,67 + 0,06 | —2,52
17,3 + 1,8 0,28 = 0,19 | —3,22 250 =+ 1,0/ 0,33 = 0,09 | —3,00
22,0 + 1,0 0,11 = 0,08 | —3,52 33,0 + 2,0 0,14 =+ 0,01 |—3,22
428 + 22| —0,72 + 0,05 | —4,22" 34,0 + 2,0 0,12 = 0,01 | —3,34
(v) 50,8 + 1.1 — - — 42,7 + 50| —0,08 + 0,25 | —3,52
59,1 + 4,3| —0,48 0,30 | —4,00
66,3 + 15| —0,72 = 0,16 | 4,2
(v) 79,0 = 1,2 - = —
n = 0,93 = 0,03 ;log K, = — 3,26 = 0,10|n = 0,76 + 0,01 ; log K, = — 2,58 =+ 0,03

n y log K, se calculan mediante la ecuacién (D).

Con la preparacion de higado, puede concluirse que un
equivalente de i6n hidrazoico se combina con cada grupo activo
de la oxidasa. Para la preparacién de corazén (grafico I), los
resultados son ligeramente diferentes, pues los valores hallados
para n y log K; son menores.
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Cuando el reductor es la hidroquinona (TABLA III), tan-
to con la preparacién de higado como con la de corazom, se
comprueban valores para n y log K, proximos a los hallados
con la preparacion de higado con p-fenilendiamina como redue-
tor. El diferente comportamiento de la preparacion de corazdén
-se explica por la accién catalitica, azida resistente, del cito-
eromo b que sélo se pone de manifiesto cuando E’. del reductor-
es menor de —0,04V, como ocurre con la p-fenilendiamina (7).

TABLA III

INHIBICION DE'LA CITOCROMO OXIDASA POR EL ACIDO
HIDRAZOICO

Reductor: hidroquinona. Actividad de la enzima (v y w,) expre-
sada por ul 0, consumidos en 10 minutos (promedio) em presencia de
4,5 10-*M citocromo ¢ y 0,01M hidroquinona. Concentracién de N, segin
detalle T.38°,

OXIDASA DE HIGADO OXIDASA DE CORAZON
- .
v lo (i —1 ) log v lo (—v— —1 ) log
" 15 [NoNa] : 1% [N,Na]
Blanco 8,3 + 0,4 — — — |Blanco 7,2 +12 —_ — —
96+05| 1,40 =+ 0,03 | —2,22 9,6 = 0,6 1,07 = 0,61 | —2,22
9,5 + 0,1 1,16 + 0,13 | —2,52 9,7 + 0,7 1,05 = 0,60 | —2,34
13,0 0,1 0,46 + 0,11 | —3,00 10,6 £02| 0,90 + 0,41 | —2 50
14,0 £ 0,8 037 £026 | 3,22 17,6 +13| 0,30 + 0,29 | —3,00
174 +£20| 0,01 + 0,48 | —352 ~ 178+13| 0,27 40,26 | —3,22
21,0 £ 2,0| —0,36 = 0,59 | —4 .00 238+ 16| —0,07 + 0,24 | —3,34
221+ 0,3| —0,49 + 1,15 | —4,22 32,4 + 28| —0,68 == 0,76 | —4 00
(v) 44,4 + 1,9 e (v) 37,6 + 1,4 - — | -

n = 1,02 + 0,03log K, = — 3,70 = 0,11 » = 102 + 0,04log K, = — 3,46 + 0,11

n y log K, se calculan .medis;,nte la ecuacién (1).



ACCION INHIBIDORA NO COMPETITIVA .
DE LA AZIDA
' La azida, de la misma manera que le cianhidrico, inhibe la
citocromo oxidasa en forma no competitiva. Lo demuesrta el
hecho de que el término entre corchetes de la ecuacién [4]
queda, en presencia de azida (TABLA IV) igual a la cons-
tante de Michaelis del complejo ozidasa-citocromo ¢ (7).

1 1 1 | K, [In] ][ 1 _‘
[4] —_ = — — — | K; + —
v vV Vv B K, 1] e ‘[
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GRAFICO I

v, actividad de la citocromo oxidasa. de higado (linea llena) y corazén

(linea punteada), expresada en ul 0, consumidos en 10 minutos por la

enzima en presencia de citocromo ¢ y p-fenilendiamina. v, idem, con

N;Na, cuya concentracién se indica en abeisas.
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TABLA IV

MEDIDA DE LA CONSTANTE DE MICHAELiS EN PRESENCIA
DE N ;Na

La actividad catalitica v representa el promedio de los ul! de 0; con-
sumidos en 10 minutos por la ecitocromo oxidasa (higado) em presencia
de-0,02M p-fenilendiamina y cantidades de citocromo ¢ segiin se detalla.
V (actividad catalitica mixima) — 22,5 para ¢ — 5,5 10°M. T.389°.

fe] v (i — -1—- ‘* el V
% 105- v vV
. ' X 10°
0,09 5,6 | 2,7
0,18 7,3 3,3
0,28 . 8,3 4,9
0,37 8,1 8,5
0,55 10,5 6,7
0,65 11,4 6,3
0,74 11,6 6,9
0,83 12,3 6,7
0,02 12,2 7,5
1,39 17,4 4,0
. Em = 55 + 038 10
L e ——————————————— — == ——————— ]

DISCUSION

La precisién de los resultados es analoga a la alcanzada en
el trabajo precedente (7). Con la preparacién de higado y p-fe-
nilendiamina como reductor, el error medio probable de n es
#+0,03; errores del mismo-orden se obtienen con las prepara-
ciones de corazén e higado cuando el reductor es la hidroqui-
nona. Diferencias de n menores de 0,1 no son entonces signifi-
cativas. Para log K; los errores medios probables son =+0,10
(higado y p-fenilendiamina) ; #-0,01 (higado e hidroquinona) ;
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#+0,11 (corazén e hidroquinona). Diferencias del orden de 0,4
no son significativas, siendo el valor mas probable de log K;
alrededor de —3,40.

La azida, a diferencia del cianhidrico parece combinarse con
el grupo activo de la citoecromo oxidasa en forma de i6n hidra-
zoico. Nuestros resultados concuerdan con los de Keilin (2),
que no comprobé variacién en la intensidad de la accién inhi-
bidora de la azida, cuando el pH pasa de 7,2 a 6,2. Si en leva-

- 100 crarico I

- 200 ' ~300 | ' '-4['00 [ay[l’f?/y

GRAFICO II

v, actividad de la citocromo oxidasa de corazén expresada en ul O; con-
sumidos en 10 minutos por la enzima en presencia de citocromo ¢ e hidro-
quinona. v,, i{dem, con N;Na cuya concentracién se indica en abcisas.
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duras, u otras células o tejidos (' 2 8 8) se comprueba una
variacién en la intensidad de la accién de la azida cuando varia
€l pH, se debe probablemente, a que la superficie exterior de
la célula es atravesada mas facilmente por el acido que por
el i6m.

El mecanismo de la inhibicién de la citocromo oxidasa por
el 4cido hidrazoico excepto por la funcion del ién, es similar
al del cianhidrico pues se combina un equivalente de inhibidor
por grupo activo de enzima. La constante de disociacién del
complejo es menor para el cianhidrico, lo que puede explicar la
menor estabilidad del complejo citocromo oxidasa-azida, en pre-
sencia de 6xido de carbono, respecto al complejo oxidasa cian-
hidrico.

RESUMEN

I. — Se ha estudiado el meeanismo de la inhibicién de la citocromo
oxidasa por la azida.

IT. — EI 4cido hidrazoicq inhibe en forma no competitiva, la citoecromo
oxidasa.

ITI. — Un equivalente de Acido hidrazoico se combina eon un grupo
dctivo de la oxidasa para inhibir la aceién catalitica de la misma. El
logaritmo de la constante de disociacién del complejo es de — 3,4 + 0,11
¥ la constante de disociacién, 4,0 + 0,37 mol/1 10-4,

SUMMARY

The cytochrome oxidase inhibition by azides follows a mechanism
closely related to that described in a previous paper for cyanides. One
molecule hidrazoic acid combines with one enzyme active group, the
complex dissociation constant et 38° bheing 4,0 + 0,37 10-* Mol/l. The
hidrazoic on, aeems to be the main responsible agent of the inhibition,
contrarily to the cyanides which inhibit cytochrome oxidase by the non
dissociated acid.

RESUME

I. — On a étudié le méchanisme de 1’inhibition de la eytochrome oxy-
dase par 1’azyde.
II. — IL’ion hydrazoique combine avec la cytochrome oxydase.

/
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III. — Un équivalent de 1’ion hydrazoique combine aveéc le groupe
actif de 1’oxydase pour inhibir son action catalytique. La logarithme de
la constante de la dissociation du complex est de — 3,4 + 0,11 et la
constante de dissociation 4,0 + 0,37 10-,
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