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ABSTRACT

In a spontaneous mutant (PYMI) of Bacillus cerens impaired in the synihesis of haem A, no haem-
A-containing cytochromes were detected spectroscopically. The haem A deficiency was compensated by
ligh levels of haem O and CO-reactive cytochrome bo’ in membranes: no other oxidases were deiected. In
contrasl, the wild type strain had considerable amounts of hem A and negligible levels of haem O. The mutant
PYMI exhibited normal cclony morphology, growth and sporulation in nonfermentable media, whereas on
fermemzlable media, the muant overproduced acid which led to poor growih and inhibition of sporulation.
External control of the pH of the medium in fermentable media allowed close-1o —normal growth and massive
sporulation of the mutant. Analysis of the growth kinetics in this condition showed that logarithmic growth
was biphasic. During the second phase, the control of the medium pH by wild type strain was related to an
increase in oxygen demand. This paralieled the induction of cytochrome caay. At the same phase the mutant
exhibited a three fold increase in an o-like cytochrome, but the control of pH and oxygen demand was lower
that in the wilde type. The respiratory oxidase activities and the levels of cytochromes b and ¢ in the mutant
increased 2.6 to 4.2 fold on the transition from exponential growth in either of two media, to sporulation stage
III, as previously observed for the wild-type strain. NADH oxidase activity at both stages of culture was
several-fold higher than ascorbate plus tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) oxidase activity, consistent
with the TMPD- phenotype of strain PYM I, Oxidase activity with ascorbate as substrale was significant even
in the absence of TMPD as electron mediaior, suggesting that the terminal oxidase receives electrons from a
cytochrome ¢. The effect of several respiratory inhibitors on the respiratory system of PYM/ strain suggested
that the terminal oxidase is highly resistant to KCN and CO and that a ¢-type cytochrome might be involved
in the electron transfer sequence to the putative cytochrome bo’. . The presence of membrane-bound
cytochrome caa,-Oll and aa,-11 subunits in strain PYM! was confirmed by Western blots and hem C staining
(Coll subunit). Western blotting also revealed that in contrast to the wild-type-strain PYM! contained the
membrane-bound subunits caa,-CO1 and aay-1, but in low amounts. The CO complex of the oxidases in wild
type and PYM/ strains were photodissociables: The photodissociation spectra (photolysed minus CO-ligated)
in the wild type strain exhibited a though at 430mn and a peak a 445 nm, consistent with the presence of a
type-a cytochrome {(cytochromes aa; and caay). In the mutant, the photodissociation spectrum exhibited a

though at 416 nm and a peak at 436 nm, consistent with the presence of a cytochrome o-like pigment.




Evidence thal these pigments were the oxidases responsible for substrate oxidation in each strain, was
obtained by photodissociating the CO complexes at subcero tempetaues (-70 to —110 °C ) in presence of
oxygen; these resulted in faster recombination, atributed t0 oxygen binding. In the strain PYMI we observed
an extensive oxidation of cytochromes ¢ and b, confirmed that a c-type cytochrome is the electron transfer to
the putative cytochrome bo’. The oxygen affinity of the oxidase was determined by using the deoxygenation
of oxyleghaemoglobin as a sensitive reporter of dissociated oxygen concentration. A single oxidase was

revealed with a Km for oxygen of about 8 nM, this is one of the highest affinities yet reported for a terminal

oxidase.
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INTRODUCCION.
GENERALIDADES SOBRE LAS OXIDASAS.

Se ha estimado que el 90% de la reducci6n del oxigeno molecular en la biGsfera esté catalizada
por oxidasas respiratorias, muchas de las cuales son oxidasas bacterianas (82).

Las oxidasas respiratorias son enzimas membranales presentes en los organismos aerébicos, las
cuales catalizan la reduccién de oxigeno molecular a agua y utilizan la energia libre obtenida de esta
reaccién para bombear protones a través de la membrana (64).

El gradiente de protones y de voltaje generado por las oxidasas y otros componentes de la cadena
respiratoria aerébica son convertidos directamenie por sistemas conservadores de energia asoctados a
membrana, a una forma de energfa qtil (101). Se sabe que el sistema respiratorio bacteriano es ramificado,
teniendo oxidasas terminales distintas (3), a diferencia de la dnica oxidasa lerminal presente en
mitocondria. Estas diferentes oxidasas bacterianas han despertado un grin interés tanto para Conocer su
naturaleza, como para saber como estin constituidos estos complejos respiralorios.

La gran diversidad encontrada entre las oxidasas bacterianas responde a la gran variedad de
medio ambientes en las que se encuentran las bacterias. La cantidad especifica de una oxidasa presente en
la membrana bacteriana va a depender de las condiciones o estadio de crecimiento. Por ejemplo:
Escherichia coli tiene dos diferentes oxidasas respiratorias (28) que se expresan dependiendo de la
tension de oxigeno a la que se crezca la bacteria: en condiciones aerdbicas la citocromo oxidasa que se
expresa ¢s la quinol oxidasa bo’, mientras que en cendiciones de microaerofilia, la oxidasa presente es la
quinol oxidasa bd’, que presenta una mayor afinidad por oxigeno: en células enteras su Km por O es de
20 nM, mientras que la K por O, de la quinol oxidasa bo” es de 100 nM (28). El precio por esta mayor
afinidad por el oxigeno se paga con vna menor eficiencia en el acoplamiento de la translocacién de
protones. La translocacion neta de protones a través de la membrana para quinol oxidasa bd’ es de 1H' /e’
(69), aunque hay reportes que indican que 1a quinol oxidasa bd’ no bombea protones { 87). En el caso de
la quinol oxidasa bo’ la eficiencia de translocacién de protones es de 2 H'¢” (71). Sin embargo, es
importante hacer notar que no siempre ¢l bombeo de protones es lo que més interesa a un organismo.
Aunque la funcién primaria de la cadena respiratoria es la generacién de la fuerza protén-motriz, la cual
es utilizada para la sintesis de ATP, la cadena respiratoria es también necesaria para reciclar NAD* a

partir de NADH y asi eliminar exceso de equivalentes reductores. Esta funcién puede ser muy importante




especialmente bajo condiciones de crecimicnto en las que las células tienen un camino alternativo de
obtencion de energia, por ejemplo la glicolisis o la fotosiniesis. Ademas bajo ciertas condiciones de
crecimicnto, el sistema respiratorio puede ser importante para reducir el nivel basal de oxigeno
intracelular, con lo cual daria proteccién a enzimas sensibles al oxigeno. Bajo estas condiciones la tasa
respiratoria puede ser méis importante para la sobrevivencia celular, que la eficiencia del acoplamiento
con la wranslocacion de protones,

Un ejemplo muy representativo de la diversidad en las cadenas respiratorias bacterianas lo
tenemos en la bacteria no sulfurosa Rhodobacter sphaervides. Esta bacteria puede crecer aerdbica,
anaerdbica o fotosintéticamente, presentando tres distintas oxidasas respiratorias, dos de estas oxidasas
utilizan ferrocitocromo ¢ como sustrato y una de ellas utiliza al quinol como sustrato (25, 35). La
citocromo oxidasa aa,, es predominante cuando se crece en presencia de altas tensiones de oxigeno (35) y
la citocromo oxidasa ¢bb’ (también conocido como cbby ) (25,26), presente en condiciones
microaerofilicas y fotosintéticas; ambas son citocromo ¢ oxidasas. La oxidasa bb’, es una quinol oxidasa
y se presenta en condiciones donde se ha perdido el complejo bey, obteniéndose en la cadena respiratoria
bajo estas condiciones, suficiente energia para soslener el crecimiento aerdbico (105). Este esquema
bésico de cadena respiratoria se encuentra en otros tipos de bacterias como Bradyrhizobium japonicum
(9, 68, 41,84) y Paracoccus denitrificans {48,76), donde la quinol oxidasa es del tipo ba. (también
conocida como bas); o en Rhodobacter capsulatus (33}, donde estd ausente la citocromo oxidasa aa;, pero
presenta las otras dos oxidasas mencionadas. En Bradyrhizobium japonicum se han analizado los genes
correspondientes a las citocromo oxidasas aa, y cbb’, observandose que la citocromo oxidasas cbb’ es
inducida bajo condiciones de microaerofilia y es requerida para la formacién de bacteroides funcionales
en las plantas (68).

A pesar de que las oxidasas bactertanas estudiadas presentan diferencias en cuanto a su sustrato
{quinol o citocromo ¢}, a sus afinidades por oxigeno, a la preseacia de los centros CuA y al tipo de hemos
que las constituyen, todas son miembros de una gran superfamilia de oxidasas, que incluye a la oxidasa
mitocondrial: la superfamilia hemo-cobre. La pertenencia a esta superfamilia se da con base en la
presencia de una subunidad homéloga a la subunidad 1 de la citocromo c-oxidasa mitocondrial de
mamifero. Esta subunidad contiene un centro bimetdlico o centro binuclear, que es el sitio donde el
oxigeno es reducido a agua. Este centro binuclear consiste de un hemo de alto spin, pentacoordinado {con

unién a un residuo de histidina) y un cobre, llamado Cu B. También contiene un segundo hemo, de bajo




spin, hexacoordinado (con uni6n a dos residuos de histidina), cuya funcién parece ser la de mediar la
transferencia de electrones al centro binuclear. De acverdo a una caraclerizacidn espectroscépica, se han
observado diferencias cualitativas y cuanlitalivas con respecto a los grupos prostéticos hemo y cobre.
Andlisis bioquimicos revelan diferencias en cuanto a los sustratos fisiolégicos que utilizan. Sin embargo,
después de la clonacién y secuenciacion de los loci que codifican para las diferentes oxidasas, se ha
reconocido que muchos complejos de oxidasas estdn estructuralmente relacionados y conforman por tanto
a la superfamilia hemo-cobre. La dnica excepci6n reportada es el citocromo bd’, una quinol oxidasa que
no se encuentra relacionada con esta superfamilia por no tener un centro bimetalico Fe-Cu; a cambio, un
hemo D y un hemo B de alto spin forman el centro catalitico (21,99).

En cuanto a su secuencia de aminofcidos, casi todas las oxidasas presentan alta
similitud principalmente en la subunidad I, y con menor grado en la subunidad II y II1. La excepci6n serfa
las oxidasas cbb’ presente en bacterias fijadoras de nitrégeno, ya que carecen de las subunidades 11y IIL
Al analizar las secuencias de amino4cidos de algunas oxidasas, se ha visto que los genes estructurales
estin dentro de un solo operdn y en el mismo orden fisico: subunidad I, subunidad [ y subunidad III.
Algunas veces los genes de las subunidades I y III se encuentran fusionados (50). La citocromo ¢ oxidasa
cbb’ se encuentra codificada por un solo operén; ¢l operdn fix NOQP (68).

Los genes que codifican las subunidades de la citocromo ¢ oxidasq de Rhodobacter sphaeroides
y de Paracoccus denitrificans estan organizados de manera diferente; En estos casos la subunidad I esta
codificada en un gen separade del agrupamiento génico que codifica para las subunidades I y II (26,99).

Los resultados obtenidos por mutagénesis indican que Ia composicion minima para que una
oxidasa funcione como bomba de prolones requiere de la presencia de las subunidades I y II. El
descubrimiento de Fa oxidasa cbb’ aislada de Rhodobacter sphaeroides y Rhodobacter capsulatus (26), y
que ha sido caracterizada genéticamente en Bradorhizobium japonicum {9), ha cambiado esta idea. La
enzima esti constituida por dos citocromos tipo-¢,_ unidos a la membrana cn lugar de la subunidades il y
I11. Esta oxidasa es capaz de bombear protones, demostrando que la subunidad 1 es suficiente para esta
funcién (26).

Las secuencias de las subunidades I y 1I, con excepcion de la oxidasa cbb’, estin bien
conservadas en esta superfamilia (26, 37). Un cobre denominado CuA, est4 presente en la subunidad I de
la citocromo oxidasa aa, y otras citocromo ¢ oxidasas, pero se encuentra gusente m; los otros tipos de

oxidasas que pertenecen al grupo de quinol oxidasa. En cvanto a los grupos hemo, su identidad quimica




puede variar, encontrindose €l hemo A, hemo B o hemo O. Todas las oxidasas de esta superfamilia
poseen CuB unido a la subunidad 1. El centro binuclear estd formado por un hemo A, B u O de alio spin y
el CuB, éste es ¢l sitio donde se lleva a cabo la reduccién del oxigeno. En las quinol oxidasas, donde no
existe un sitio para el centro CuA, este sitio ha podido ser instalado artficialmente por ingenieria de

proteinas (102).

CLASIFICACION.

La superfamilia de oxidasas hemo-cobre ha sido clasificada en dos ramas principales de acuerdo
a sus especificidades por sustrato (26,37,99). La oxidasa mitocondrial y muchas oxidasas bacterianas
usan ferrocitocromo ¢ como sustrato y por o tanto se denomina citocromo ¢ oxidasas. Como ejemplos de
oxidasas bacterianas de este tipo se pueden nombrar la citocromo oxidasa aa; presente en Bradyrhizobium
Japonicin (8), Paracoccus denitrificans {97). y Rhodobacter sphaeroides (81). La citocromo oxidasa ba’
de Thermus thermophilus (31) y la citocromo oxidasa caa, presente en Thermus thermophilus (50),
Bacillus cereus (24), Bacillus stearothermophilus (87), ¢l bacilo termofilico PS3 (85) y Bacillus subtilis
(98) (Esquema I).

Otro grupo de  oxidasas terminales usan un quinol como sustrato, por 1o que son {lamadas quinot
oxidasas. Dentro de estas oxidasas encontramos a la citocromo oxidasa bo’ de Escherichia coli (69) v
Acetobacter aceti (52,54), la citocromo oxidasa ba’ de Acefobacier aceti (53) y la citocromo oxidasa aa,
de Bacillus subtilis (44) y Sulfolobus acidocaldarius (2). Algunos autores (99), consideran que la
citocromo oxidasa ¢cbb’, por carccer de las subunidades 11 y 111, daria lugar a un tercer tipo de oxidasas
dentro de esta superfamilia. Esta oxidasa tiene como sustrato al citocromo ¢ y esld presente en
Bradyrhizobium japonicum, Rhodobacter capsulatus y Rhodobacter sphaeroides (99) (Esquema I).

Hay mucha informacién acerca de las oxidasas respiratorias. Se ha descrito la estructura
molecular y topologia de cuatro subunidades de la oxidasa aa; de Paracoccus denitrificans (COX)(36),
seguida de la estructura de la citocromo ¢ oxidasa de corazdn de bovino (96). Mds recientemente se han
determinado la proyeccion estructural de la ubiquinol oxidasa de E. coli (30} v la estructura en tres

dimensiones de dos de las subvnidades de P. denitrficans (61).
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Esquema I. Estructura y topografia de las citocromo ¢ oxidasas y las quinol oxidasas.




Durante los pasados 10 afios, se han desarrollado muchos estudios de mutagénesis sitio-dirigida
combinados con espectroscopia para revelar la relacién estructura-funcién de las oxidasas. Estos estudios
fueron hechos principalmente en tres oxidasas bacterianas: la quinol oxidasa bo’ de E. coli, la citocromo
c-oxidasa aa, de Rhodobacter sphaeroides y la citocromo c-oxidasa any de Paracoccus denitrificans. La
citocromo c-oxidasa aa; bacteriana ha sido purificada en varios estados oligoméricos y estd constituida
de 2 subunidades como en Bacillus cereus (23,24), 3 subunidades como en Paracoccus denitrificans o
Rhodobacter sphaeroides o 4 subunidades como la caa, de Bacillus subtilis (27,37,99). Todas ellas se
encuentran embebidas en la membrana citoplasmica de la bacteria. La citocromo oxidasa aa, e$ muy
similar en su centro catalitico a su contraparte mis compleja encontrada en eucariotes: la citocromo ¢
oxidasa aa, mitocondrial. Se localizan cuatro centros redox en las subunidades I y I : dos hemos A y dos
cobres.

La citocromo ¢ oxidasa de mamiferos contiene 13 subunidades de las cuales 3 son codificadas
dentro del genoma mitocondrial (las subunidades I, II y Iil) y las 10 restantes son codificadas por el
genoma nuclear (11). Ademds de la homologia con la subunidad 1, casi todas las oxidasas bacterianas
contienen homdélogos a las subunidades IT y IIT de la oxidasa aa; mitocondrial. Las excepciones son la
quinol oxidasa tipo aa; presente en Sulfelobus acidocaldarius (46) y la citocromo c-oxidasa tpo ba’ de
Thermus thermophilus (106), 1as cuales pierden la subunidad III; y la citocromo ¢ oxidasa cbb® presente
en las bacterias fijadoras de nitrégeno que pierden tanto la subunidad 1I como Ia subunidad III (25).
Subunidades homdlogas a las 10 subunidades de la oxidasa de mamiferos codificadas por el ndcleo, no
han sido encontradas en bacterias. Algunas de las oxidasas bacterianas contienen subuaidades adicionales

que no estin relacionadas con ningiin producto de un gen eucaribtico.

BIOSINTESIS DE GRUPQOS HEMO

Los agrupamientos de genes que codifican para las diferentes oxidasas terminales, también
conttenen genes que no codifican para subunidades de estos complejos. Al examinar la funcién de los

genes asociados con la quinol oxidasa de E. coli (78) y con la citocromo oxidasa caay de Bacillus subtilis




(91) se obtuvieron resultados indicativos de la funcion de estos genes en la biosintesis de los grupos
hemo.

Los tres tipos de hemos asociados con la subunidad I de las oxidasas hemo~cobre son el hemo B,
el hemo O y el hemoe A. El hemo O fue descubierto en 1991 por Puusteinen y col (71). En el camino de la
biosintesis, el hemo B es el precursor del hemo O y difieren por la presencia en el hemo O de una cadena
lateral hidroxietilfarnesil (71); El hemo B y el hemo O tienen propiedades espectros;cépicas similares y
ambos confieren un color r0jo a las oxidasas que los contienen. El hemo O es el precursor del hemo A; el
hemo A y el hemo O, tienen la cadena lateral hidroxietilfamesil pero se diferencian en que el hemo A
tiene un grupo formilo en lugar del grupo metilo en ¢l carbono § del nicleo de la porfirina del hemo O.
Esta diferencia produce un corrimiento en el espectro de absorcién de tal manera que ¢l hemo A y las
oxidasas que la contiene ticnen color verde (Esquema II).

Se ha demostrado que el producto del gen cyoE, que es parte del operén cyoABCDE de la
oxidasa bo de E. coli, es la farnesiltrensferasa responsable de la conversién de hemo B a hemo O en E.
coli (77). Podemos encontrar homoélogos del gen cyoE en B subtilis (claB), (1000, y en Sacharomyces
cerevisiae (COX10) (60); en P. denitrificans (75), B. japonicum (8). y R. sphaeroides (1(), ¢l gen
homologo es el Orf 1. El producto del gen ctaB de B. subtilis es una proteina de 34 Kda.

El hemo O se encuentra en E. coli y otras bacterias, como el hemo de alto spin que forma parte
del centro binuclear de la quinol oxidasa bo’. La conversién de hemo O a hemo A no ocurre en una cepa
silvestre de . coli. La expresion en E. coli del gen clonado claA de B. subtilis, resulta en acumulacién del
hemo A en las membranas de E. coli (91). Este resultado indica que el gen claA tiene un papel imporl&nt;:
en la biosintesis del hemo A a partir de hemo O. En B. subtilis no es posible encontrar hemo O
acomulado y la raz6n seria la presencia de este gen, cuyo producto codificado, transforma en forma
continuza el hemo O sintetizado a hemo A (100). Lo mismo sucede aparentemente en K. Sphaeroides (26)
y P. denitrificans (17), aunque en estos casos el gen homélogo al ctaA no ha sido encontrado; a la fecha
el gen claA solo se ha observado en especies de Bacillus como B. subtilis y B. firmus (91). Los resultados
obtenidos en B. subtilis (91) sugieren que la funcién de la proteina, producto del gen claA, es la de
oxigenaci6én/oxidacidn del grupo lateral metilo del carbono 8 del hemo O (Esquema II).

El hemo O ha sido detectado en la bacteria termofilica Bacillus PS3 (87) y en Bacillus
stearothermophilus (98); en B. subtilis ha sido detectado solo en una mutante (RB829) carentes del gen

claA (38).
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Esquema II. Biosintesis de grupos hemo B, Oy A .




CITOCROMO bo”

El citocromo bo’, descrito originalmente por Chance (64) en Staplylococcus aurens como un
pigmento capaz de unir CO y con propiedades espectrales de una enzima conteniendo protohemo IX,
funciona como oxidasa terminal en ésta y otras bacterias. Sc le nombré “citocromo @7 precisamente por
funcionar como oxidasa y es probablemente la oxidasa bacteriana mas ampliamente distribuida (G4},
formando parte de la cadena de transporte de electrones de muchas bacterias.

En E. coli, donde ha sido mas estudiada, este complejo enzimdtico es una de Jas dos ubiquinol
oxidasas del sistema respiratorio aerébico, catalizando en la membrana citopldsmica la oxidacion por dos
electrones de la ubiquinol-8 y la reduccién por 4 electrones del oxigeno molecular al agua (3); €l flujo de
electrones estd acoplado a la generacién de una fuerza protén-motriz a través de la membrana (12,51,55).
El complejo de citocromo bo’ de E. coli ha sido puirificado (64) y se reporld que estdl constitufdo por 4 a
5 subunidades con dos protohemos IX (hemo b 555 y hemo b 562) como grupos prostéticos. Uno de
estos grupos es el sitio de unidn del CO (ligando altemo al O;) y conforma un centro binuclear con el
CuB. Es ahi donde se Ileva a cabo la reduccidén del oxigeno para formar agua y es el principal responsable
de la banda alfa (562 nm) gue se encuentra presente en los espectros difereaciales reducido-oxidado de 1a
enzima.

En 1992 Puustinen trabajando con E. coli, (71) cuestioné que el citocromo bo’ este formado por
dos hemo B como grupos prostéticos, basdndose en la falta de homogeneidad de la banda alfa observada
en los espectros diferenciales reducidos menos oxidados y el espectro diferencial con CO de la enzim_a
reducida. Poustinen determiné ¢l tipo de hemos que forman el complejo, estudiando el espectro de sus
piridin-hcmocromos y su comportamiento en HPLC. Concluye que los hemos que conforman ¢l complejo
son semejantes a hemos tipo A, conteniendo una cadena lateral de hidroxietilfarnesil en el carbono 17 y
propene que a este nuevo hemo se le de ¢l nombre de hemo O, Originalmente postula que el “citocromo
0’ tiene como grupos prostéticos dos hemos de tipo O; andlisis posteriores efectuados por Puustinen (72)
demuestra que el citocromo o de E. coli es un complejo formado por un hemo B y un hemo O. En algunas
bacterias, se ha reportado la presencia de hemo O en asociacion con otros hemos diferentes al hemo B
como es el caso de Azotobacter vinelandii (39) y Methylophilus metiylotrophus (73) donde ¢t complejo

€S un citocromo co’ oxidasa.




El an4lisis de secuencias de las subunidades de la oxidasa mitocondrial y de la oxidasa bo', nos
muestra que hay relacién filogenética eatre eilas, lo que permite concluir que son miembros de una
superfamilia de oxidasas hemo-cobre (100).

Se ha reportado que existe una relacion funcional y estructural entre las citocromo oxidasas del
tipo a y el citocromo bo'; por estudios realizados utilizando resonancia raman y ESR (27,80} se ha
determinado que el complejo del citocromo bo’ esta formado por un centro de bajo spin y otro de alto
spin. [l de alto spin esla elecirnicamente acoplado al CuB formando el tipico centro binuclear hemo-
Cu, que es el sitio donde s¢ une el CO y se reduce el oxigeno a agua. Este centro binuclear es similar al
que sé encuentra presente en las citocromos oxidasas tipo a, tanto en eycarioles como en procariotes.
Ademds, el andlisis de secuencia del oper6n que codifica para citocromo bo en E. coli muestra también
una relacién cercana con estas oxidasas (27) por lo que s¢ piensa deben tener estructuras similares, al
menos en 1a vecindad de los centros cataliticos y posiblemente también en los mecanismos de bombeo de
electrones. Estas caracteristicas confirman que esta enzima ¢s miembro de la superfamilia de oxidasas
Fe:Cu (79).

En algunos casos, la presencia del hemo O se ha asociado a crecimiento en baja tension de
oxigeno; en una cianobacteria aerébica, Anacystis nidulans (62), se ha observado una acumulacién
transitoria de citocromo bo’_ (hemo O), cuando la cianobacteria se incuba en presencia de un inhibidor del
fotosistema 11 y baja tensién de oxigeno (10 uM). En células crecidas con alia aereacién (210 uM de
oxigeno), la cianobacteria presenta como oxidasa terminal la oxidasa aas; al disminuir la tension de
oxigeno, se observa una disminucion en el contenido de hemo A y un aumento en ¢l contenido de hemo
0. Si la cianobacteria regresa a condiciones de alta acreacion, vuelve aumentar ¢l contenido de hemo A .

La presencia del citocromo bo' clasico en la familia Bacillaceae es controvertida. Baines (6) y
Sonc (86) reportaron la purificacién de dos diferentes pigmentos semejantes & Cilocromo bo’ en la
bacteria £S3. En ambos casos, el citocromo purificado reaccionaba con CO dando las caracleristicas
espectrales de un verdadero citocromo bo’. Este citocromo era capaz de oxidar TMPD reducido o
citocromo ¢ exdgeno a velocidades apreciables. En el caso del citocromo descrito por Baines (6), este s¢
purificé a partir de células crecidas en acreacion vigorosa y estaba constituido de una sola subunidad de
48 Kda, mientras que Sone (86) purific6 citocromo bo’ a partir de células crecidas en aereacién limitada

y estaba compuesto de tres subunidades (60, 30 y 16 Kda). En ninguin caso se¢ demostré la presencia de
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hemo O asociado a la proteina purificada, pues para esta época (1984-1990), no se habia reconocido la
existencia del hemo O y su determinacion por HPLC.

La sintesis de hemo O parece queé ocurre bajo condiciones especiales, tanto en las bacterias en
general como en la familia Baciliaceae en particular; entre estas condiciones estd la restriccién en la
cantidad de oxigeno presente durante el cultivo, donde ¢l hemo O se puede encontrar solo o asociado
con hemos diferentes al hemo B, como se observa en Rhodobacter palustris (13), Azotobacter vinelandii
(88) y Methylotphilus methylotrophus (3) donde el complejo se ha reportado como una oxidasa co’; en
Acetobacter aceti (53) y Bacillus sp cepa PS3 (88), s¢ ha encontrado que el hemo O también
reemplaza al hemo a en el centro binuclear de 1a misma oxidasa cuando las células son crecidas con baja
iensién de oxigeno. El significado funcional de esta sustitucién no es del todo clara; sin embargo, al
menos en PS3 se demostré que la enzima resultante, la oxidasa cao’, es mas afin por el oxigeno que la
enzima original, la oxidasa caay, este hecho estarfa en relacién con el crecimiento a baja tensién de
oxigeno como factor de seleccion. También hay que considerar que la sintesis del hemo A, a partir de su
precursor directo, el hemo O, requiere de una tensién elevada de oxigeno, ya que implica reacciones de
oxigenacién/oxidacion y por lo tanto, la conversién del hemo O en A estaria limitada por la condici6n de
crecimiento con poco oxigeno. En cepas mutantes, como Bacillies subtilis cepa RB-829 que no presenta
hemos del tipo A por carecer del gen ctaA {gen que participa en la biosintesis de hemo A), también ha

sido posible detectar la presencia de hemo O (58).

CADENA RESPIRATORIA EN LA FAMILIA Bacillaceae.

En los Gltimos aiios se ha incrementado el conocimiento de los componentes citocrémicos de la
cadena respiratoria en la familia Bacillaceae (100). En B. subtilis (80, 99} y B. cereus (23,24) (esquema
HI) se ha observado que estas bacterias pueden sintetizar dos oxidasas conteniendo hemos A: aa; y €aas,
cuya expresién depende de la fuente de carbono (80,99) v del estado morfogenético del cultivo (23,24).

Estudios realizados con mutantes respiratorias de B. subtilis afectadas en la expresion de
citocromos tipo a, llevan a proponer que las mutantes que carecen de citocromo aa; son asporogénicas
(92, 58). Sin embargo, los resultados con mutantes de B. subtilis que carecen especificamente de oxidasa
caay (98) muestran un crecimiento y una morfologia colonial normat al compararse con una €epa

silvestre. Las mutantes carentes de ambas oxidasas son viables, pero su crecimiento es pobre (98).
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Esquema I1I. Cadena respiratoria de B. cereus.
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ANTECEDENTES.

Estudios sobre citocromos.

Las técnicas espectrofotométricas han sido muy usadas para el estudio de las cadenas
respiratorias. Los citocromos que conforman estas cadenas han sido identificados durante muchos afios
con base en sus caracteristicas espectrales, tanto de sus €Spectros diferenciales reducidos menos oxidados,
como de los complejos de las oxidasas reducidas con CO. Desde hace varios afios, Lucile Smith (83)
habia definido las sefales caracteristicas asociadas al complejo cit 0-CO, y estas cartacteristicas se usaron
para presumir la presencia de este citocromo en las diferentes cadenas respiratorias estudiadas. En cse
momento, se pensaba que el citocromo bo’ estaba constituido por dos hemos del lipo B, ya que sus
caracterfsticas espectrales estaban asociadas con es¢ tipo de hemos. Con base en esa metodologia
espectrofotométrica, en el laboratorio del Dr. Escamilla (21) se propuso la existencia de un citocromo bo’
de B. cereus como una oxidasa constitutiva, es decir, que se expresaba en cualquier condicién de
crecimiento: desde aerobiosis hasta microarofilia y con fuentes de carbono, ya sea fermentables 0 no
fermentables.

En 1991, Puustinen (71), analizando los espectros de 1a oxidasa bo’ purificada de E. coli, decide
determinar por HPLC los hemos que la constituyen. Encuentra un nuevo hemo, el hemo O, de tal manera
que el citocromo bo’ esta constituido por un hemo B y un hemo 0, en lugar dc los dos hemos B antes
reconocidos. A partir de ese momento no €8 suficiente el criterio espectroscipico para determinar la
presencia de citocromo bo’ “bona fide”, sino se hace necesaria la determinacién de hemos para
comprobar la presencia del hemo 0. Este resultado hace necesario reexaminar 1as muchas oxidasas
reportadas como oxidasas bo’, y definir s son oxidasas bo’ “bona fide” o cilocromos b reaclivos con
CO.

En el género Bacillus no ha sido detectada una oxidasa bo’, mas que en condiciones especiales.
Esia oxidasa se presenta en muianies carentes del gen ctaA como sucede en B. subtilis (38) (este gen
participa en la sintesis de hemo A a partir de hemo O) o en condiciones de aereacion limitada ¢omo
ocurre en el bacilo P53 (88).

Para entender el papel funcional de los citocromos aa; y €aa; en ¢l crecimiento aerébico,
y definir la naturaleza del citocromo bo' que habjamos previamente descrito como constitutivo en la

cadena respiratoria de B. cereus, se estudi6 una mutante espontinea de esta bacteria, a la cual no se le
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detectd espectroscépicamente la presencia de citocromos tipo-a (16). Se observé que esta cepa mutante, a
la que llamamos PYM 1, retenfa los niveles normales de expresion de citocromo ¢ y sobre-expresaba , de
acuerdo a la formacién de complejo con CO, un pigmento semejante al citocromo bo’.

A pesar de los repories previos, en los que se menciona que cepas mulantes de B. subtilis
carentes de citocromos tipo-a son asporogénicos (91), la mutante PYM 1 fue capaz de crecer y esporular
de manera normal cuando se crece en medios no fermentables, como el hidrolizado de caseina y en
medios fermentables con una capacidad amortiguadora del doble de la que normalmente se usa, pues el
mutante PYM acidifica notablemente los medios fermentables.

EFn esta mutante decidimos reexaminar la  presencia de citocromo bo’. Utlizando los
nuevos criterios introducidos por Puustinen (72), para identificar al hemo O y como criterios alternativos
utilizando iécnicas de intercambio de ligandos (CO/0O,) a temperaturas subcero, demostraremos la
reaccion de este citocromo con el oxigeno. Adicionalmente, estas técnicas nos permitiran definir la
naturaleza del donador de elecurones para la oxidasa en estudio.

En el bacilo P§3, Sone (88) ha reportado que en condiciones de crecimiento en las que la
tensién de oxigeno es baja, la bacteria expresa una oxidasa promiscua; en esta oxidasa el citocromo g
sustituye al citocromo a; en la oxidasa caa,, dando origen a una oxidasa cag’. Este caso nos indica que no
es suficiente el determinar la presencia de un hemo O constituyendo a una oxidasa para definirla como
una oxidasa bo’ “bona fide”, sino que es necesario purificarla para poder establecer sin lugar a dudas su
naturaleza. Basdndonos en estos datos, fué necesario proceder & la purificacién de la oxidasa presente en

la mutante para determinar sus caracteristicas y definir si se trataba de un citocromo bo® “bona fide”.

METQODOS DE PURIFICACION.

Los procedimientos utilizados para la purificacion de citocromos bo’ (5, 27,88} se basan en
la ntilizacién de cromatogratia de intercambio fonico (generalmente DEAE), y en algunos casos se afade
al protocolo de purificacién una columna de filtracion molecular. Durante ¢l proceso de purificacién, se
ha reportado una pérdida importante de la actividad enzimdtica del complejo, lo que se debe a la

necesidad de viilizar detergentes para su solubilizacién, generalmente Tritén X 100,
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En B. subtilis, de Vrij (20) ha reportado el fraccionamiento de los diferentes pigmentos
respiratorios que constituyen su cadena respiratoria, utilizando sulfato de amonio y cromatografia de
intercambio iGnico. Identificé 6 diferentes CitoCromos, de los cuales 2 podfan formar complejo con COy
presentaban sensibilidad a KCN. Uno de estos citocromos fue identificado como la oxidasa aas, mientras
que ¢l otro contiene, de acuerdo a sus resultados, dos citocromos del tipo b (en esa fecha, 1987, afin no s¢
identificaba al hemo O como componente del citocromo bo’). Ambas oxidasas pueden ser reducidas con
ascorbato. El espectro diferencial del complejo con CO de la oxidasa compuesia por citocromos b,
muestra la firma caracteristica del citocromo bo’, aunque no puede afirmarse que se trate de un citocromo

bo’ “bona fide”.

En cuanto al namero de subunidades y los pesos moleculares de citocromo bo’ y algunas

otras oxidasas relacionadas, s¢ ha determinado lo siguiente:
ORGANISMO # DE SUB-|DONADOR DE PESO TIPO DE

UNIDADES {ELECTRONES MOLECULAR OXIDASA

(KDa)

Bacilius SP3(89) 4 citg 56, 38,22, 12 €10
Bacillus SP3(87) 3 cite 60, 30, 16 bb;
Bacillus  firmus OF4 3 cite No reportado caay
74
Escherichia coli (56) 4 Quinol 55,33, 18,13 bo
Bacilius YN2000 (73) 3 cilc 52,41, 22 cao (hemo O7)
Bacillus 3 citg No reportado caas
stearothermophilus
(87)
Acetobacter No reportado citc No reportado co (hemo O7)
methanolicus (54)
Azotobacter vinelandii |No reportado | No determinado No reportado co (hemo O7)
40) |
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Rhodobacier 3 cit¢ 45,35,29 chb;
sphaeroides (25)

Bacillus cereus {23,24) 2 citg 51,30 aay
B. cereus (23,24) 2 cil g 51,375 cany

Basindonos en estos reportes se planted un esquema de purificacién para la oxidasa bo’

presente en la mutante PYM 1 de B. cereus.
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HIPOTESIS

Contexto:

Histéricamente los citocromos tipo “o” han sido identificados por el espectro diferencial de su
complejo con monéxido de carbono. Sin embargo en 1992, Pustinen y Wikstrém (72) demostraron que
los verdaderon citocromos bo’ poseen un nuevo lipo de hemo que fue nombrado hemo O. Asi, por
definicion los citocromos bo’ “bona fide” deben contener hemo O y ser reactivos a oxigeno.

Las cepas silvestres de B. subtilis (38 ) y B. cereus (16) no contienen hemo O en sus
citocromos; sin embargo el hemo O es precursor directo en la biosiniesis de hemo A. Una mutacién en el
gen claA, cuyo producto se encarga de la oxigenacidn/oxidacion de un grupo lateral metilo en el carbono

& del hemo O y convierte el hemo O en hemo A, debe causar que el hemo O se acumule.

Hipdiesis.

B. cereus cepa silvestre no contienc oxidasas de tipo bo’; sin embargo una mutacién en la
sintesis de hemo A (gen ctaA), debe resullar en la acumulacién de hemo O. Esta condicién podria
favorecer la expresi6n de alguna oxidasa alterna tipo bo' “bona fide™ o propiciar ¢l ensamble promiscuo
de las oxidasas aa; y caay con hemos B y O para constituir enzimas promiscuas y funcionales bo’ y/o
cho’.

El mutante PYMI (hemoA-) de B. cereus compensa la ausencia de oxidasas tipo A con una

nueva oxidasa bo’.
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OBJETIVOS.

El objetivo general de este rabajo fue comprobar la existencia de una oxidasa bo’ “bona
fide” en Bacillus cereus, asi como avanzar en el conocimiento de su identidad.

Para ello en la presente tesis estudiamos una mutante esponténea de Bacillus cereus, la
mutante PYMI, incapaz de sintetizar hemo A y que por lo (anto no contiene cilocromos aas y caay
detect‘lbles espectroscépicamete. La pérdida de hemo A resulta en un aumento en ta expresion de un
citocrénno semejante al citocromo bo’, de acuerdo a su firma espectral con CO, sin detectarse la presencia
de otras oxidasas.

Para lograr nuestro objetivo general deberan aplicarse 108 nuevos criterios introducidos
por Puustinen (72) y determinar los hemos asociados a esta oxidasa.

También serd necesario demostrar la funcidn de esta proteina como oxidasa terminal, para
lo cal usaremos técnicas de intercambio de ligandos a temperatura subcero, lo que nos permilird
determinar la reaccién de este posible citocromo bo’ con oxigeno. El uso de estas técnicas nos permilird
definir la naturaleza del donador de electrones para esta oxidasa.

Para definir sin lugar a dudas la naturaleza de la oxidasa serd necesario purificarla y definir

sus propiedades moleculares.
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MATERIALES Y METODOS.

CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizé como cepa silvestre, una cepa de laboratorio de B. cerens con las mismas
propiedades bacteriolégicas de B. cereus cepa 9373 (1). La bacteria se crece a 30°C en un fermentador
New Brusnwick modelo bioflow 5000 con capacidad de 60 1 de medio, a 30 °C con una agitacién de 200
rpm y aereaci6n vigorosa (60 1 de aire min-1). El fermentador se inocula con 1 1 de un cultivo activo, de
acuerdo a Collier (15). Este cultivo activo sc oblienc al crecer ¢! bacilo en medio liguido en las mismas
condiciones, hasta que liega a fasc de crecimiento logaritmica {D.Q. sy nm = 1}; se transfiere un alicuota
de este cultivo a medio liquido y se vuelve a crecer hasta fase logdritmica; la transferencia se repite enire
2 y 3 veces mis, para lograr que el cultivo esté sincrénico.

E! medio de cultivo fermentable estd compuesto por una mezcla de sales descrita por
Hanson (34), afadiendose sacarosa al 0.1 % y extracto de levadura al 0.1 %; el pH del medio fue de 7.4.
El medio de cultivo no fermentable usa la misma mezcla de sales ademds de un hidrolizado de caseina
0.8 %, acido glutimico 0.32%, DL-alanina 0.21 % y L- asparagina 0.12 % (93). El pH del medio fue
ajustado a 7.4 con NAOH.

La mutante espontinea PYM [ fue aislada a partir de la cepa silvestre (16) cultivando sobre
medio sélido contenicndo 0.1 % de extracto de levadura y sacarosa al 0.01 % (10 veces menor que Ia
concentracién normal). La baja concentracién de sacarosa evila el crecimiento excesivo de las colonias, y
por tanto evita su confluencia. Las placas s¢ incubaron a 30°C durante 24 hr. Para seleccionar mutantes,
cada colonia se determiné su capacidad para oxidar 0.1 mM de TMPD reducido por cantidad en trazas de
ascorbato. En un solo experimento, una colonia, de 2 x 10 4 probadas, pennanece sin reaccionar (no vird
el color de leuco a azul) después de 5 min. Esta colonia fue aislada y se determiné espectroscopicamente
su contenido de citocromos. Esta mutante llamada PYM 1, no presenta citocromos del 6po a.

Para el crecimiento de la mutante se probaron los dos medios mencionados; cuando se
crece en un medio no fermentable, ka mutante crece y esporula de la misma manera que lo hace 1a cepa
silvestre. Sin embargo, al crecer en ¢l medio fermentable, fue necesario incrementar la capacidad
amortiguadora del medio. En esta condicion, la mutante PYMI crecié y esporul6 de manera semejante a

la cepa silvestre. Las células obtcnidas fueron cosechadas por centrifugacion, lavadas tres veces y

19



resuspendidas en un amortiguador que contiene 50 mM de Tris-HCI (pH 7.4) 5 mM de CaCl, y 5 mM de
MgCl,. Para obtener las membranas, las células fueron rotas en un Dyno Mill (WAB Maschinen-Fabrik,
Basel, Suiza), utilizando perlas de vidrio de 0.1 mun de diametro a 4,500 rpm y 4 °C. Las células que no
sc rompieron fueron climinadas por centrifugacién. Las membranas s¢ recuperaron dei sobrenadanie

centrifugando a 144 000 x g durante 45 min y se lavaron con el mismo amortiguador.

ACTI{IIDADES RESPIRATORIAS Y ANALISIS ESPECTRAL.
i

Las actividades de oxidasas y oxidorreductasas fueron determinadas en preparaciones
membranales, de acuerdo a lo reportado anteriormente (21). La actividad de NADH deshidrogenasa se
determiné usando NADH 0.5 mM y 2,6-diclorofenclindofenol (DCPIP) 0.08 mM como aceptor finat de
electronces, utilizando un coeficiente de extincién de 21mM om’! a 600 nm. Las actividades de oxidasas
fueron medidas a 30 °C en un oximetro YSI modelo 53 (yellow Springs Instruments, Yellow Springs,
Ohio,EEUU), con NADH 0.5 mM o la mezcla de ascorbato de sodio 10 mM y N,N,N",N"-tetrametil-p-
fenilendiamina (TMPD) 0.1 mM, como sustratos. Para la determinacién de quinol oxidasa se uliliz6
2,3,5,6-tetraclorohidroquinona 3.5 mM reducida con ascorbato 2 mM.

Los espectros diferenciales de los citocromos se obtuvieron c¢on preparaciones
membranales, de acuerdo a lo reportado previamente (21). Las membranas se resuspendieron en un
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.4 conteniendo glicerol al 50% (v/v) y se obtuvieron los
espectros en un espectrofotémetro SLM DW 2000 a temperatura ambiente, utilizando celdas de 1 cm de
paso de luz, 0 a 77K con celdas de 2mm de paso de tuz. La concentracién de citocromos fue calculada de
los espectros diferenciales (reducido menos oxidado o reducido acomplejado con CO menos reducido),
obtenidos a temperatura ambiente, usando los siguientes pares de longitud dc onda y coeficientes de
extincién (83, 94): citocromo ag,, 603-630 nm, 24 mM'em™; citocromo b, 563-5750m, 22mM™ em’;
citocromo ¢ 550-540 nm, 19 mM”'em™; citocromo a3-CO, 590-605 nm, 10.1 mM’an’; citocromo o-
CO, 415-430 mm, 160 mM™ cm™

El contenido de citocromo ¢ fue determinado en residuos membranales obtenidos después

de extraer la preparacién con acetona 4cida (71).
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TINCION DE HEMO-PROTEINAS.

Las subunidades de las proteinas que contienen hemos fueron detectadas en el gel por su
actividad de peroxidasa. Para ello se corri6 una electroforesis SDS-PAGE que fue tefiida con tetrametil
bencidina disuelia en metanol al 30 % en acetato de sodio 0.25 mM pH 5.0; el gel se incuba durante dos

horas en ln oscuridad y la reaccién se inicia al afiadic H,O; a la mezcla.(32,94)

COMPOSICION DE HEMOS

La composicién de hemos fue analizada en un sistema de cromatografia liquida de alta
presién Waters usando un detector con arreglo de diodos mnodelo 996 y una columna Waters Delta Pak-
HPI C 18 fase inversa, de 300 A° . Los datos fueron procesados usando el software Millennium 2000. Los
hemos fucron extrafdos y purificados a partir de membranas (40 mg de proteina) de la cepa silvestre de
Bacillus cereus y de la mutante PYMI, de acuerdo con el procedimiento descrito por Puustinen y
Wikstrom (71). Los hemos purificados fueron resuspendidos en 4cido trifluoro acético (TFA) 0.5 % en
acetonitrilo y fueron aplicados a la columna previamente equilibrada con 0.5 % de TFA y 25% de
acetonitrilo, en agua. La columna se cluye con un gradiente de 0.5 % de TFA en aceionitrilo-0.5 % TFA
en agua, de acverdo a Liibben y Morand (47). La columna fue calibrada con los siguientes hemos
extraidos de la manera descrita,: hemo B y hemo O extraidos de membranas de E. coli, hemo B y hemo

A, extraidos de particulas submitocondriales de bovino y protohemo IX comercial.

INMUNODETECCION TIPO WESTERN.

La inmunideteccion tipo Western se desarroll6 a partir de una electroforesis SDS-PAGE al

12 % de membranas de B. cereus silvestre y de la mutante PYMI; el gel fue electrotransferido a
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membranas de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, Bio-Rad). Sc utilizé suero de conejo contra
citocromo aa; purificado de membranas de la cepa silvestre y anticuerpo contra IgG de conejo conjugado

con peroxidasa de ribano para revelar las bandas (96)

ESPECTROS DE FOTODISOCIACION E INTERCAMBIO DE LIGANDOS.

Las membranas de células de la cepa silvestre y de la cepa mutante PYM ! (8 mg de
protefna final) se diluyeron en un amortiguador compuesto por etilenglicol al 30 % en  fosfatos 0.1M
pH 7.0; las muestras fucron reducidas con unos pocos granos de dilionita de sodio, NADH 5 mM,
ascorbato 10 mM, 6 ascorbato 10 mM mas TMPD 1.0 mM, en celdas de 2Zmm de paso de luz (14,39).
Después de 30 min de incubacion con el reductor, las preparaciones fucron burbujeadas con CO durante
2 min a temperatura ambiente. Cuando se requeria, las muestras eran llevadas a —23°C en un baiio de
hielo secofetanol y se deja equilibrar durante 10 min en la oscuridad. El oxigeno se introduce por
agitacién de la muestra dentro de la celda, con un agitador de alambre, durante 30 seg y después fueron
ripidamente congeladas en wn bafio  de hielo seco/ etanol a  -78°C, permitiendo que la muestra se
¢quilibrara durante 5 min en la oscuridad. La preparacién se llevé a la temperatura deseada
cquilibrandose durante 10 a 20 min en el compartimiento de la muestra de un espectrofotémetro de doble
longitud de onda Johnson Fundation SDB3, usando un cridstato  descrito por Jones y Poole (39). La
muestra se barriG dos veces entre 400 y 800 nm y la diferencia se graficé para generar la linea basal. La
preparacion se expuso a luz actinica (enfocando un rayo de 150 W de un proyector) durante 2 min y su
espectro se regisird entre 400 y 700 nm, repetidamente, en los tiempos indicados; a cada barrido se le

restd cl espectro obtenido antes de la fotélisis.
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DETERMINACION DE LA AFINIDAD POR OXIGENO DE LA OXIDASA PRESENTE EN B. cereus

MUTANTE PYM{

Las oxidasas respiratorias son las enzimas que tienen la mayor afinidad por el oxigeno; sus
Km’s por Oy estdn en el rango de concentracién de 10° a 10° M. Esta enorme afinidad plantea
problemas técnicos muy serios para la correcta medicién de la concentracién de! O, en solucién y su
variacion durante la catilisis de las oxidasas. Las técnicas amperométricas basadas en el uso de
electrodos de O, tipo Clark, presentan importantes problemas, pues el consumo de O, a nivel del
electrodo, se ve seriamente limitado por la velocidad de difusidn det O; a través de la membrana de
teflén. El resultado es que las Km’s calculadas son, con mucho, sobreestimadas.

La introduccidn de la ténica espectrofotométrica basada en el uso de hemoproteinas (i.c.
mioglobina y leghemoglobina), como monitores de la concentracién de O, en solucién, ha venido a
solucionar el problema. Los estados oxigenado y desoxigenado de una globina, se pueden medir de
manera dindmica y precisa y su proporcion es el reflejo exacto de la concentracién de O en solucidn, ya
que de acuerdo a su constante de disociacion, la globina se encontrard en equilibrio con el O, libre en
solucién. El espectro Optico de la leghemoglobina en sus diferentes estados, indica el promedio de
concentracion de oxigeno. El especiro de absorcién en 1a zona del visible de la oxileghemogiobina est
caracterizado en la zona o y [ por sus méximos de absorbencia a 541 y 575 nm. En contraste la
desoxigenacion de la leghemoglobina (edo. reducido), tiene su mixima absorbencia a 560 nm. La
determinacién de los cambios de absorbencia entre 560 575 nm, monitorea la transicion oxi- desoxi que
acompaiia a la respiracién y por tanto el conswno de O, de la solucion (18). El uso de mioglobina permite
medir el O, en la solucién en un rango de (0.1 a 10 uM, mientras que la leghemoglobina (Km O2= 0.026
uM) permite medir concentraciones muy pequefias ¢n el rango de 0.003 a 0.3 vM (19).

Para la determinacion de afinidad se wtilizé como amortiguador de oxigeno la
leghemoglobina, lo que nos permiti6 tener un método muy sensible de determinacidén (18,19). La
leghemoglobina de soya ( LHb, donada por el Dr. F. Bergersen, Divisién Industrial de Plantas, CSIRO,
Camberra, Australia) se obtuvé de acuerdo a Appleby and Bergersen (1980)(4). La concentracién de LHb
fue determinada a partir de un espectro absoluto de la forina oxigenada , diluyéndose en un amortiguador
de fosfatos 25 mM pH 7.0, conteniendo ! mM de EDTA, para obtener concentraciones eatre 10 y 20 uM;

el amortiguador fue previamenie burbujeado con una mezcla de oxigeno al 1% en argén. La
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desoxigenacion fue monitoritada por espectrofotometria (65} en modo dualcon filtros de interferencia
(omega Optical Inc) con mixima transmisién a 560 y 575 nm a una {recuencia de 100 Hz. La solucién de
HLb (15uM) se vaci6 en una celda de vidrio de 1.3 ml con | cin de paso de luz {la celda debe estar
completamente llena) y se sellé con un tapon que tiene un canal muy [ino que pennite la entrada de una
jeringa Hamilton y que ser4 el lugar por donde se apliquen los reactivos. El sustrato, NADH 3.8 mM, se
inyecto en la celda y se esperd a que se estabilizara la forma oxigenada, menitereando la absorbencia
durantc 5 a 10 min. Se adicionaron las membranas (0.1 mg de proteina) y sc monitoreé en forma
continua la deoxigenacién de la LHb, graficando el cambio en absorbencia (575 menos 560 nm). Los
datos obtenidos fueron digitalizados por medio de scanner usando un software Apple Scan Flexitrace, La
velocidad de consumo de oxigeno (V) y el promedio de la concentracion de oxigeno libre disuetio (s) se
calcularon usando el método de Bergersen y Turner (7) por medio de un software de Microsoft EXCEL.
Las grificas fueron obtenidas usando regresidn lineal de un software Criket Graph. Un valor de K
(velocidad de disociacion de oxigeno/ velocidad de asociacién) de 50x 10° M para la HL.b oxigenada,
fue usado para cstos cilculos (4). Se usaron graficas de V contra V/S (Eadie-Hofstce), para calcular los

valores de Kin haciendo 5 determinaciones y obteniendose los promedios.

PURIFICACION DE LA OXIDASA PRESENTE EN LA MUTANTE PYMI DE Bacillus cereus.

La purificacién se hizo a partir de membranas de células de la mutante PYM 1, crecidas en
un medio no fermentable. El esquema dc purificacion fue el siguiente:
Extraccién de citocromos de las membranas.
- Las membranas fucron resuspendidas en amortiguador con sales biliares (9 mg proteina ml” final).
El amortiguador estd compuesto por colato de sodio 2 %, desoxicolato de sodio 1%, sulfato de sodio
0.2 M, ditiotreitol .5 mM en Tris-H,SO, 30 mM pH 8.0.
- Lapreparaci6n fue sonicada durante 10 min, con pulsos de 30 seg ¢ intervalos de 2 min, en un baiio

de hielo; se centrifugd a 144 000 x g durante 40 min.
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- El precipitado fue resuspendido en amortiguador de 50 mM de NaCl, 4 % ‘Friton X 100, en Tris-
HC!t 50mM pH 8.0, utilizando el mismo volumen usado con el amortiguador de sales biliares. Se
incubs durante 30 min en baiio de hielo, con agitacion lenta y después se centrifugd a 144 000 x g
durante 40 min.

. FEl sobrenadante fue diluido 4 veces en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8.0, asolectina (10 ug

ml"') y s¢ aplicé a una columna de DEAE-Sepharosa Cl-6B.

Cromatografia.
N La columna de DEAE-Sepharosa CL-6B (16¢m de largo por 7 cm de ancho;volumen de cama de
150 ml), se equilibré y sc lavo con tres volimenes de un amortiguador conteniendo Tritén X100
0.1 % en Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y se eluy6 con un gradiente de NaCl {0-600 mM) en el mismo
amortiguador. Las fracciones elufdas de la columna s¢ siguieron con un detector Uvicor Sil
(Pharmacia LKB) equipado con un filtro de 405 nm. De las {racciones con contenido de citocromos
se analizaron sus espectros diferenciales de CO  (ditionita +CO menos ditionita), en un
espectrofotémetro DW 2000. La actividad de oxidasa se midié utilizando como sustratos Asc-TMPD
(en las mismas concentraciones mencionadas antes) o tetracleroquinol (4.6 mM) reducido con
ascorbato (2mM), en un oximetro YSI y bajo las condiciones descritas  anteriormente. Las
fracciones que contenfan citocromos capaces de acomplejarse con CO y Jo presentaron actividad,
fucron mezcladas y dializadas contra el amortiguador de Tritén X 100 0.1 % en Tris-HCI 50 mM pH
8.0, durante toda la noche y aplicadas a la siguiente columna.

- La muestra se aplicé a una columna de QAE Toyopeari (22 cm de largo por 2.5 cm de ancho;
volumen de cama 100 mil), equilibrada y lavada con amortiguador Tritén X100 0.1 % en Tris-HCI
50 mM pH 8.0 que se eluyé con un gradiente de NaCl (0-600 mM). Los citocromos se siguieron de
la manera mencionada anteriormentc y se recuperaron las fracciones que fucron positivas al
complejo con CO y /o que presentaron actividad de oxidasa; se dializaron contra amortiguador que
contenia Tritén X100 0.1 % en Tris-HCL 50 mM pH 3.

- La muestra se aplicé a una columna de HA ultrogel (20 cm de largo por 2.5 cm de ancho; 80 mi de
cama), equilibrada y lavada con  Tritén X100 0.1 % en fosfatos de potasio 10 mM pH 7.4, La

columna fue cluida con un gradiente de fosfatos (0-500 mM). Los citocromos se siguieron de la
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manera mencionada anteriormentc y se recuperaron las fracciones que presentaron formacion de

complejo con CO y/o actividad.

OTROS METODOS.

: La concentracién de protefna fue detcrminada de acuerdo al método descrito por Lowry

(45) y modificado por Markwell {49), utilizando como estandar albimina sérica bovina .
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RESULTADOS.

LA CADENA RESPIRATORIA DE LA MUTANTE PYMI EN COMPARACION CON LA CEPA
SHLVESTRE

Actividades Respiratorias y citocromos.

Examinamos el contenido de citocromos de las cepas silvestre y mutante PYM ! en células
en estadio III de esporulacién, crecidas en un medio fermentable; (en el caso de la mutante PYM !, el
medio contenia K2HPO4 (.1%, en lugar de 0.05 % presente en el medio tipico). Obtuvimos los
espectros diferenciales reducido con ditionita menos oxidado con persulfato de amonio a 77 K. La
figura 1A trazo a, muestra que la cepa silvestre contiene Citocromo ¢aas, con méxima absorbencia a 445
y 605 nm; los citocromos del tipo b se detectaron por su méxima absorcién a 425, 529 y 557 nm y un
hombro a 564 nm; observamos también seitalcs muy fuertes a 418, 521 y 550 nm, asociadas a la
presencia de citocromos tipo-c. Estos resultados nos muestran los citocromos asociados la cadena
respiratoria aerébica previamente reporiada para B. cereus (23) compuesta de citocromos tipo-b y -¢ v la
oxidasa terminal, caa; En contraste a la cepa silvestre, 1a mutante PYM! (Figura 1A trazo b) no
muestra bandas de absorcidn para cilocromos tipo-a; sin embargo las bandas asociadas a los citocromos
tipo-b, son observadas a 423, 529 y 554 nm; esta dliima banda de absorcidn se ha asociado a la presencia
del citocromo bo’. Es importante hacer notar la presencia en Ia mutante de citocromos tipo-c (520 y 548
nm), cuya funcién sera discutida posteriormente.

De Ia misma manera que lo muestran los espectros diferenciales reducidos menos oxidados,
los espectros diferenciales del complejo con CO de la mutante PYMI (Figura 1B trazo b), muestran la
ausencia de miximas de absorcién de citocromos tipo-3, siendo evidentes en el espectro las maximas
asociadas con el complejo con CO de un posible citocroma bo” (médxima a 417, 538 y 573 nm, con valles
a 431 y 556 nm). Para el caso de la cepa silvestre (figura 1B, trazo a) podemos observar tanto las seiiales
caracteristicas del complejo con CO de los citocromos tipo-a, como las sefiales para un posible citocromo
bo’. Se presenta un hombro a 431 nm, que es la sefial combinada de los complejos con CO de citocromos

tipo-a (picoa 430 nm)} y el posible citocromo bo’ (valle a 430 nm). Esta sefial combinada se resuelve
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Figura 1. Comparacién de los citocromos presentes en Bacillus cereus cepa silvestre (trazo a) y
mutante PYMI (trazo b). Los espectros se obtuvieron a 77 K, con células completas de ambas cepas
crecidas en un medio no fermentable hasta fase de esporulacion (estadio I11). Se tomaron 50 ml de cultivo
que fueron cosechados y lavados dos veces con amortiguador Tris-HCl, pH 7.4, El panel A muestra los
espectros diferenciales reducido menos oxidado y el panel B los espectros diferenciales del complejo

reducido-CO menos reducido. Como reductor se utiliza ditionita y como oxidante persulfato de amonio.
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claramente en la region alfa del espectro, produciendo picos a 538 nm y 573 nm y un valle a 556 nm para
el caso del complejo con ¢l posible citocromo bo’. El pico a 590 nm y el vaile 2 604 nm se deben a las
bandas de absorci6n del complejo de CO con citocromos tipo-a. Un pequefio valle a 550 nm se observa en
la mutante PYM I, sugiriendo la presencia de un citocromo tipo-¢ reactivo a CO; esta sefial no es evidente
en la cepa silvestre,

Las actividades respiratorias, fueron determinadas en membranas de células de ambas cepas
crecidas en medio fermentable, hasta el estadio III de esporulacién (Tabla IT). La capacidad de la cepa
mutante PYM | para oxidar NADH, no fue afectada significativamente por la ausencia de citocromos lipe-
a. En esta mutante las actividades de NADH deshidrogenasa y NADH oxidasa representan de 15% a 20
% menos de las actividades mostradas por la cepa silvestre. De acuerdo con €l fenotipo mostrado cuando
se aislé en placa, la cepa mutante PYMI, muestra actividad de TMPD oxidasa 3.4 veces menor, en

comparacion a la cepa silvestre.

Tabla 1. Actividades respiratorias encontradas en membranas de células de B. cereus cepa silvestre y B.

cerens mulante PYM 1, crecidas en medio fermentable hasta un estadio 111 de esporulacién.

B. cereus CEPA SILVESTRE B. cereus CEPA PYM1
ACTIVIDADES

RESPIRATORIAS

NADH DESHIDROGENASA 164.6 D=3.786 (3) 131.6 D=3.5118(3)
(nmol! DCPIP/min/mg prot)

NADH OXIDASA 127 D=2 (3) 101.66 D=7.023 (3)

{natO;/min/mg prot).
ASC-TMPD OXIDASA 97 D= 2.6457 (3) 28.66 D=1.5275(3)

{natO,/min/mg prot.)
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Determinamos la concentracion de citocromos prescnies cn las membranas de células de
ambas cepas, crecidas en medio fermentable hasta estadio 111 de esporulacién (Tabla III); de acuerdo
con los espectros diferenciales ditionita menos persulfato presentados, los citocromos tipo-a estin
ausentes en la cepa mutante. En cuanto a los citocromos tipo-¢, el contenido fue similar en ambas cepas,
Jo cudl sugerirfa un papel funcional de este tipo de citocromos ¢n la cepa mutante. De los citocromos
tipo-b, encontramos 1.6 veces mayor concentracién en la cepa mutante (0.463 nmol/mg), que en la
silvestre (0.286 nmol/mg); este resullado s¢ asocié con un aumento en la concentracién del pretendido
citocromo bo’  (0.3066 nmol/mg; 4.5 veces mayor ¢n la cepa mutantc en relacion a la silvestre),
determinada por su espectro diferencial del complejo cit bo'-CO . A pesar que la cepa silvestre mostré
sefiales espectrales que sugieren la presencia de un complejo cit bo’-CO (0.068 nmoles/mg), como se
verd mas adelante, solo cantidades traza de hemo O pudicron ser detectadas por HPLC; estas seiiales
pueden deberse a un Cilocromo b reactivo con CO que fue descrito previamente en B. subtilis por
Lauracus y Wikstrom ( 43).

En el caso de PYMI, el andlisis de hemos mostr6 cantidades significativas en el contenido de
hemo O, el cual se reflejé en el mencionado aumento en la concentracion de citocromos tipo b (1.6 veces
mayor en la mutante), determinada a partir del espectro reducido menos oxidado {cn cste lipo de espectros
la absorcién de citocromo bo’ no puede diferenciarse de la de citocromos del tipo b; Figura 1A trazo b).
La presencia del hemo O, también se reflejé en concentracién del pretendido citocromo bo’ (0.306

nmol/mg), calculada a partir del complejo cit bo’-CO observado en la figura 1B trazo b.

Tabla HL Contenido de citocromos presentes en membranas de células de B. cereus ccpa silvestre y

mutante PYM1, crecidas en un medio fermentable hasta estadio 11T de esporulacion.

TIPO DE CITOCROMO B cerens CEPA SILVESTRE B. cereus MUTANTE PYM1
(nmol/mg prot) (nmol/mg de prot.)
a 0.2166 D= 0.0208 (3) No detectado
[ 0.20 D=0.2645 (3) 0.2766 D= 0.02516 (3)
b 0.2866 D= 0.0152 (3) 0.463 D=0.01527 (3)
bo-CO 0.068 +/- 0.003 (3) 0.3 066 D=0.01154 (3)
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En estudios previos efectuados en el laboratorio (21) se mostré que la cepa silvestre de B.
cerens expresaba las mayores actividades respiratorias y concentraciones de citocromos durante las
primeras fases de esporulacién. Decidimos analizar ¢l patrén de citocromos de las cepas silvestre y
mutante PYMI, en un medio fermentable en varias fases de desarrollo; también determinamos las curvas
de crecimiento, el pH del medio durante el cultivo y el consumo de oxigeno.

Las curvas de crecimiento de ambas cepas fueron bifésicas (Figura 2 A) con una fasc
fermentativa similar, como lo indic6 la répida caida en el pH del medio (Figura 2 B) y un incremento en
la demanda de oxfgeno, medida como respiracién enddgena (Figura 2 C); ambos parimetros son
pararelos a las curvas de crecimiento. Una vez que ¢l pH del cultivo de la cepa silvestre alcanz6 un pH de
6.6 (a las 3.45 hr) la velocidad de crecimiento disminuy6 por un corto perfodo, para después volver a
incrementar su velocidad a expensas de los #cidos orgdnicos acumulados.(poli-B-hidroxibutirato).
Durante la corta fase lag, la demanda de oxigeno del cultivo se incrementd significativamente y el pH se
recuperd. En las fases finales de crecimiento, la induccién de las vias oxidativas permitié la adecuada
utilizacién de los dcidos orgdnicos acumulados, recuperindose el pH a sus valores originales. La mutante
PYM1I no fuc capaz de incrementar su demanda de oxigeno a un nivel suficienle para permitir l1a
recuperacién del pH; de hecho ¢l pH cae hasta 4.5. Este problema en el manejo del pH sugicre que la
mutante fue afectada en la induccion de las vias oxidativas, debido a la ausencia de los citocromos del
tipo-a, y por lo tanto en su capacidad de utilizacion de los 4cidos acumulados. Aumentando la capacidad
amortiguadora del medio, mediante una mayor concentracion de K,HPO, (i.e. de 0.05% a 0.1%), la
mutante fue capaz de controlar adecuadamente ¢l pH del medio, crecer y esporular de manera casi
normal.

Los espectros diferenciales de células enteras reducidos con ditionita menos oxidados con
persulfato de amonio se muestran en Ja Figura 2 Dy E; hay cambios claros en ¢l parén de citocromos
durante el crecimiento. De acuerdo a la maxima de absorcién observada a 600 nm en la cepa silvestre
(98), sc sugiere que esta cepa utiliza ¢l citocromo aa, durante las fases de crecimiento logaritmica
temprana y logaritmica media (trazos a y b en la figura 2 D). Una vez que la fuente de carbono se acaba
y ¢l cultivo alcanza el minimo valor de pH, el citocromo aa; aparcatemente disminuye para ser sustituido
por el citocromo caay; esto puede ser concluido al observar ¢l corrimiento de la sefial de 600 nm, primero

a 602 y después a 604 nm (méxima de absorcion caracteristica del citocromo caay) (Figura 2 D trazoscy
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Figura 2. Propicdades de crecimiento y expresién de citocromos en Bacillus cereus cepa silvesure
(simbolos llenos) y la mutante PYMI (simbolos vacios). El culﬁvo se realiz6 en un medio fermentable
(sacarosa y extracto de levadura). Se tomaron muestras cada 20 6 30 minutos y se determind: (A)
absorbencia a 540 nm; (B) pH, y (C), respiracion endGgena. A partir de 50 1l de muestras del cultivo
tomadas a los tiempos indicados en el apariado A, se obtuvieron especifos diferenciales reducidos
(ditionita) menos oxidados (persulfato) de la cepa silvestre (D} ¥ de la muliyiye PYMJ (E) a77 K. Los

wrazos a,b,c y d indican los tiempos a 1os que fueron tomadas las muestras dv scuerdo al panel A.
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d respectivamente). Es claro que el citocromo caag juega un papel central durante la esporulacidn, como
se sugiere por su induccién cuando la fuente de carbono se ha agotado y se alcanza el pH minimo.

En cuanto al citocromo ¢, las células muestraron un contenido relativamente bajo de este
citocromo (méxima absorcién a 550 nm) durante las fases logaritmica temprana y logaritmica media
(trazos a y b en la figura 2 D), al agotarse la fuente de carbono fue posible observar un. incremento cn
el contenido de citocromo ¢, el cual se asocia a la presencia en este estadio de crecimiento del citocromo
caa;.

En contraste a la cepa silvestre, la mutante PYM1 no muestra las seiiales caracteristicas de
citocromos del tipo a, en ninguna fase de crecimiento (Figura 2 E). Durante los primeros estadios, la
expresién de citocromos del tipo b y ¢ fue evidente por la presencia de un pico asimélrico a 556 nm y
pequefios hombros a 550 y 562 nm (Figura 2 E trazos a y b); es imporlante hacer notar que durante la
segunda fase de crecimiento de la mutante PYM, ¢l contenido de citocromo ¢ (mdxima absorcidn a 550
nm) se incrementa simultaneamente con una sefial a 556 nm. El citocromo bo’ de E. coli y algunas otras
bacterias ha sido distinguido por su médxima absorcién en la zona alfa a 554-556 nm en los espectros
reducidos menos oxidados (64), por lo que el incremento en citocromos de tipo-c podria estar
relacionado a un incremento en ¢l posible citocromo bo’.

Conocido el patrén de reduccion de citocromos en células enteras en presencia de ditionita,
era necesario extender nuestro estudio a particulas membranales, obtenidas de distintos estadios del ciclo
de vida de la mutante PYMI. Se obtuvieron espectros diferenciales (reducidos mcenos oxidados con
persulfato) a 77 K, usdndose como sustratos ditionita (A), NADH (B), ascorbato (C) y ascorbato-TMPD
(D) (Figura 3); se investigaron los patrones de reduccion en membranas de células crecidas en medio
fermentable, que fucron cosechadas en diferentes fases de crecimiento: logarftmica (D.O 540 nm de 2.5),
estacionaria temprana (D.0. 540 nm de 5.0) y esporulacién (estadio lII). El patrén de reduccion, con
todos los donadores de electrones (ditionita, NADH, ascorbato y ascorbato/TMPD) y en todos los
estadios de crecimiento (logariumica, estacionaria temprana y esporulante), son muy parccidos a los que
se presenta en las figuras 1 y 2, para c€iulas enteras reducidas con ditionita. Como se esperaba, la
concentracién de citocromos fue mayor en las membranas de células esporulantes, en relacion a los otros
dos estadios de crecimiento (Tabla IV). En particular, la concentracion de citocromo ¢ {maximas de
absorcion a 416, 520 y 548 nm) ¢s significativamente mayor en membranas de células esporulantes, con

cualquiera de los sustratos utilizados (Figura 3 A-D). Van der Qost (98), reporté que la reduccién con
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ascorbato, puede ser usada para identificar aquellas oxidasas terminales que usan citocromo ¢ como
donador de electrones. 13n nuesiro caso, cuando usamos solamente ascorbalo como sustrato, observarmos
mAximas de absorcion a 548, 553 y 560 nm (Figura 3 C); este patrén sugiere la reduccién de citocromos
tipo-¢, tipo-b y probablemente de tipo- bo’. De acuerdo a este resultado, juzgamos como problable, la
participacién de un citocromo ¢, como donador directo de electrones para la oxidasa terminal de la mutant
PYM1I.

Se midieron las actividades respiratorias asociadas a membranas de células cosechadas en
dos de los estadios de crecimiento mencionados (logaritmico y esporulante). Las actividades respiratorias
en el estadio 111 de esporulacién, fueron entre 2.6 y 3.3 veces més altas que aquellas presentes en la etapa
vegetativa. La mutante PYM, fue aislada por presentar una lenta reaccion con ascorbato/TMPD en placa
(ver materiales y métodos); de acuerdo con este fenotipo, la actividad de NADH oxidasa, fue varias

veces mayor que fa actividad de ascorbato/TMPD oxidasa (T'abla IV).



548 554
520 A\ 560 603

400 500 600 400 500 600
nm

Figura 3. Pauén de reduccion de cilocromos presentes n membranas de Bacillus cerens cepa mutanie
PYMI. La bacteria fue crecida en un medio fermentable y cosechada en fase de crecimiento logaritmica
(D.O. 540= 2.5; trazos inferiores en cada recuadro), fasc estacionaria (D.O: 540= 5; trazos
intermedios en cada recuadro) y fase esporulante estadio Il (trazos superiores en cada recuadro). Se
obtuvieron espectros diferenciales reducidos menos oxidados a 77 X, utilizando los siguientes reductores
(A) ditionita; (B) NADH 5.0 mM (C) ascorbato 10 mM 6 (b) ascorbato 10 mM mds TMPD 1,0 mM y
como oxidante persulfato de amonio; preparaciones con 6 mg de proteina de membrana fueron incubados
durante 30 min a temperatura ambiente, con cada uno de los sustralos, y despiies congelados para

obtener el espectro correspondicnte.
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“Tabla 1V. Actividades respiratorias y concentraciones de citocromos en fase logatilmica y esporulante

(estadio I11) de crecimiento de la mutante PYMI.

ACTIVIDADES ESTADIO DE CRECIMIENTO
RESPIRATORIAS FASE LOGARITMICA JESPORULACIONTI  |RELACION SPO/LOG
NADH DESHIDROGE- [ 63 D=3.60555 (3) 131.6 D=3.5118 (3) 208
NASA'
31 D=2(3) 101.66 D=7.023(3) 3.28
NADH OXIDASA?
ASCORBATO OXIDA- | 7.93 D=0.0441(3) 2133 D=2.5166 (3} 2.6
SA?
ASCORDATO/TMPD | 10.23D=1.0785(5) | 28.66 D=1.5275(05) 2.8
OXIDASA *
CONCENTRACION
DE CITOCROMOS
{nmol/mg)
c 0.07066 D= 0.0020 (3) [ 0.2766 D=0.02516 (3) 39
b 0,223 D=0.0152 (3) 0.463 0.01527 (3) 2.04
CO-0 0.1033 D=00152(3) | 0.3066D=0.01154 (5) 2.96

No esta presente

No esti presente

1 actividad en nmol de DCPIP/min /mg proteina

2 natQ, / min /g de proteina.

Tanto para B. subtilis (98) como para B. firmus, (29) ha sido reportado que la mayor paste

de 1a actividad de TMPD oxidasa ¢s atribuible a Ja citocromo ¢aa;. Para el caso de la mutante PYM /!, que

carece tanto de citocromo aa; como de citocromo caas, la actividad de TMPD oxidasa observada es

presumiblemente debida a 1a expresion de un posible citocromo bo’. El hecho de que las actividades con
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ascorbato o con ascorbato/TMPD oxidasa, en ambos estadios de crecimiento, son muy similares, apoya

1a propucsta de un pape! funcional para uno o mds citocromos del tipo ¢ en la cadena respiratoria de la

mutante PYM 1.

[NHIBIDORES DE LA CADENA RESPIRATORIA Y OXIDACION DE CITOCROMO ¢ ENLA
MUTANTE PYMI

Se probé el efecto que  inhibidores de sitio 11 y III tienen sobre la actividad de NADH
oxidasa en membranas obtenidas de células de ambas cepas. La actividad promovida por NADH en los
dos tipos de membranas fue sensible a la inhibicién por el andlogo de quinona 2-n-heptil-4-hidroxi-
quinolin-N-oxido (HOQNO) (Figura 4A}, observandose una inhibicién de entre 80 y 90 %; ¢l TMPD fuc
capaz de restaurar la respiracién ¢n ambas cepas, sugiriendo que los electrones son donados a un
citocromo ¢ que se encuentra después del quinol.

Para el caso de usar como inhibidores antimicina y mixotiazol, Kutoh y Sone (42) han
reportado que el citocromo be, del bacilo PS3 es un complejo del tipo hef y como consecuencia este
complejo es menos sensible al efecto de antimicina y mixoliazol. De la misma manera que para P83, la
NADH oxidasa de B. cereus, tanto en la cepa silvestre como en la mutante PYM 1, fue poco sensiblc a
estos inhibidores. Tanto la cepa silvestre como 1a mutante fueron inhibidas a concentraciones altas de
antimicina (figura 4 B) o mixotiazol (Figura 4 C), lo que sugiere que ¢l complejo be, presente en B.
cerens cs semejante al reportado en ¢l bacilo PS3. Como ocurrid para HOQNO, en todos los casos la
actividad respiratoria pucde ser restaurada por adicién de TMPD.

Los citocromos a; y caay de B. cereus son altamente sensibles a 1a inhibici6n por CO y
KCN (24). Asi, nuestros resultados mucstran que la TMPD oxidasa de membranas de Ia cepa silvestre
fuc significativamente mds sensible a CO que su contraparte en las membranas de la mutante PYM 1
(Figura 4 D), observandosc que a 30 % de saturacién de CO, la oxidasa de la cepa silvesure estaba
inhibida un 80 %, mientras que la enzima de la mutante PYM !, solo lo estaba en un 30 %.

Al usar KCN como inhibidor, la diferencia fue adn mayor (Figura 4 E}; para el caso
de la cepa silvestre la actividad de TMPD oxidasu fuc muy sensible (figura 4 E, ciculos llenos),
observandose una inhibicién del 90 % a una concentracién de KCN de entre 5 y 10 uM, mientras que la

curva de inhibicién de la actividad de NADH oxidasa fue bifasica (Figura 4 E triangulos lienos),
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presentando un componenie de alta resistencia al inhibidor. En la mutanic PYMI, tanto la actividad de
NADH como la de¢ TMPD oxidasa (Figura 4 E circulos y tridngulos vacios) fueron de manera
semejante resistentes ala inhibicién por KCN; con una concentracion de KCN de 0.2 mM  se obluvo
una inhibicién de entre el 40 y el 50 %. Esta resistencia a la inhibicion por KCN, nos muestra que la
oxidasa presente ¢n la mutante PYM1 se comporta de manera diferente a un cilocromo bo’ clasico, como
el que se presenta en E. coli; este citocromo presenta una sensibilidad intermedia (entre citocromos del
tipo-a y la oxidasa de PYM1) al KCN. Las propiedades de resistencia a CO y KCN de esta oxidasa, la
hacen muy interesante y seréin necesarios estudios adicionales para explicar su baja sensibilidad.

Como hemos mencionado, s¢ ha postulado que en el género Bacillus el donador de
electrones para citocromos tipo bo’ podrian ser citocromos del tipo ¢ (6, 20,86). Cuando reducimos
preparaciones membranales de la mutante PYM! de manera selectiva con ascorbato (figura 3 C),
podeinos observar  ademis de la reduccién de citocromo ¢ (548 nm), la reduccién de un previsto
citocromo bo’ (554 nm). Decidimos investigar si la oxidacién de este citocromo bo’ es acompaiada por
la oxidacién de un citocromo ¢; con €ste propdsito, se llevé a cabo una titulacion con KCN de la
oxidacién de citocromos reducidos con NADH presentes en la cadena respiratoria de la mutante PYM1.
Se hicicron espectros diferenciales a 77 K de muestras anaerébicas reducidas con NADH menos
referencias reducidas con NADH y a continuacion, oxidadas con aire {(se agitaron en ¢l voriex durante 1
min). Tanto las muestras como las referencias tienen KCN en las concentraciones crecientes mostradas
en la figura 4F. Se observa que la oxidacién de citocromo ¢ (550 nm) y b_ (556 y 563 nm) disminuye
de manera paralela conforme se incrementa la concentracion de KCN (Figura 4 F); se requirié una
concentracion de 0.8 mM de KCN para detener el transporte de electrones a través de estos cilocromos.
Las curvas de inhibicién por KCN de la oxidacién de los citocromos y de la actividad de NADH oxidasa
en la cepa mutante PYM (figura 4 )} pudicron sobreponerse (figura 4 G), sugierendo que un cilocromo
lipo ¢ es un intermediario en el camino de electrones a citocromo bo” oxidasa. Mas adelante aportaremos
mayor evidencia que demuestra claramente que un citocromo ¢_es el donador de electrones para la

oxidasa bo’ de la mutante PYM /.
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Figura 4. Etecto de inhibidores sobre 1a respiracion dependicnie de sustrato, d¢ membranas de células

crecidas en medio fermentable hasta fase de crecimiento logarimica, de B. cereus cepa silvestre
(simbolos llenos) y la cepa mutante PYM (simboles vacios). La actividad de NADH oxidasa (5 mM de
NADH) se titul6 con HOQNO (A}, antimicina (B) 6 mixotiazol (C). El efecto inhibitorio del CO sobre la
actividad de Asc-TMPD oxidasa se muestra en D. En E, se muestra ¢l efecto del KCN sobre Ia actividad
respiratoria utilizando como sustratos 5 mM de NADH (trisngulos) o 10 mM de ascorbato més 0.1 mM
de TMPD (circulos); para todos estos casos, Ia cantidad de proteina de membrana utilizada fue de 1.2
mg /ml. Las actividades especificas en ausencia de inhibidor fueron: membranas de la cepa silvestre,
NADH oxidasa 130 y ascorbato/TMPD oxidasa 90 ngat 02/min/mg protefna; para la cepa mutante
PYMI, NADH oxidasa 100 y ascorbato/TMPD oxidasa 29 ngat de O2/min/mg proteina. En los siguientes
paneles mostramos para la mutante PYMI, el efecto de la concetracién de KCN  sobre la oxidacién de
citocromos reducidos por NADH y posterionente oxidados con aire (F). Muestras de membranas (6.0
mg de proteina/mi) fueron burbujeadas con N, (gas) e incubadas con 10 mM de NADH a las
concentraciones indicadas de KCN, durante 30 min. La muesira que serd usada cotno referencia se oxida
por agitacién vigorosa durante 1 min y se congela inmediatamente en nitrégeno liquido. Se obtiene los
espectros diferenciales anaer6bico menos aerébico a 77 K. En G, se muestra la gréifica con los resultados
obtenidos del efecfto del KCN sobre la oxidacién de los diferentes citocromos observada en los espectros

(linea continua) y la actividad de NADH oxidasa (linea punteada).
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Citocrome ¢.

El citocromo bo’ clasico, que se presenta en E. coli, es una oxidasa que recibe los
electrones del quinol y al parccer la oxidasa presente en la mutante PYM/ seria un citocromo bg’, que
recibe clectrones de un citocromo ¢. Habiendo varios tipos de citocromo ¢ ¢s pertinentc identificar los
citocromos ¢ que estan presentes en las membranas de esta mutante y especular acerca de su funci6n. Para
ello, membranas de las cepas silvestre y PYM1, fueron lavadas con acetona Acida para extraer los hemos
unidos no covalentemente y s¢ obtuvieron espectros diferenciales (reducido con ditionita menos oxidado
con persulfato) de Jos residuos membranales; 10s espectros obtenidos (Figura 5 A), muestran un pauén
homogéneo para citocromos del tipo-g, con méximas de absorcién a 419, 509, 520 y 550 nm. El anilisis
electroforético (SDS-PAGE), de membranas de ambas cepas, nos muesira que este CSpectro €5 debido a la
presencia de al menos 4 diferentes citocromos ¢ asociados a membrana (Figura 5 B). Las masas
moleculares (Mr) estimadas fueron de 14, 25, 29 y 37.5 Kda; este patrén es muy similar al descrito por
Van der Oost en B. subtilis (98). La protefna representada por la banda de 14 KDa es muy similar al
citocromo ¢ ssp de B. subtilis (100). La banda de 37.5 KDa corresponde a fa subunidad COII de la oxidasa
caa, de B. cereus (24) y de B. subtilis (97). Las banda de 29 y 25 KDa podrian relacionarse a las
subunidades de 29 y 25 Kda de la quinol citocromo ¢ oxidoreductasa identificada en B, subrilis (104)
donde el citocromo ¢ (Mr 29KDa) y el citocromo b (Mr 22KDa), tienen sus respectivos Citocromos

unidos covaleniemente. En el bacilo PS3 (41) se ha identificado €l mismo patrén de Mr aqui descrito.

Apoproteinas,

De acuerdo a los resultados mostrados con la tincion de hemos en la figura 5B, la cepa
mutante expresa a la subunidad COII (Mr= 37.5) en cantidad semejante a la gue se encuenira ¢n la cepa
silvestre. Esto es particularmente interesante pues a pesar de que no s¢ detecta por espectroscopia
citocromo caas, la subunidad COII parece estar expresindose e incorporindose a las membranas, en
cantidades normales. Lo anterior nos motivé para probar si la COI de caa, asi como las dos subunidades
de 1a oxidasa aa,, estdn presentes en las membranas de la nuaante PYM]I. Para responder a eslo, se
extrajeron proteinas de membranas de ambas ccpas con SDS y se analizaron por inmunoréplica tipo

Western, utilizando antisuero contra la oxidasa aa, purificada de B. cereus cepa silvestre. Para ambas
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cepas, el antisuero contra aay, revel6 1a presencia de tres bandas principales (figura 5 C): una banda a 30
KDa que corresponde a la subunidad II de la oxidasa aay, la banda de 37.5 KDa de la subunidad COII de
caay (subunidad II), que ya habia sido observada con la tincién de hemos y una banda a 51 KDa que
podria ser el resultado de la comigracion de COI (subunidad T) de Ia oxidasa ¢aa, y la subunidad I de la
oxidasa aa, (24); esta dltima banda en la mutante PYM1 tiene una reaccion significativamente més débil
que en la cepa silvestre, sugiriendo niveles mas bajos de una o de ambas de las subunidades pesadas que
comigran. La presencia de las apoproteinas de las oxidasas tipo-a en la cepa mutante PYM!, donde no
exislcnl las holoenzimas funcionales, abre la posibilidad de un ensamble promiscuo de las apoenzimas
cany y/o _an; con hemos B y O, de la misima manera que ocurre en la enzima promiscua cao” descrita en

¢l bacilo PS3 cuando se le obliga a crecer en baja aereacion (87).

Hemos.

La identificacién de un citocromo tipo bo’ debe ser avalada por la identificacion de su
liemo O. Como hemos mencionado, a partir del descubrimiento del hemo O por HPLC, se hizo posible y
necesario confirmar la presencia de hemo O en nucestra preparacién. Se decidié determinar la composicion
de hemos de las oxidasas de membranas de células esporulantes de las dos cepas crecidas ¢n un medio no
fermentable, para lo cual se hizo la extraccion de hemos con acelona 4cida y se analizaron por HPLC en
fase inversa (Figura 6). Para este ensayo la columna fue calibrada con hemos A, B y O (obtenidas de las
fuentes indicadas en materiales y métodos). El cromatograma de la preparacion obtenida de membranas
de la cepa silvestre (Figura 6A) mostré 2 picos principales con tiempos de retencién  correspondientes a
hemo B (27 min) y hemo A (32 min), observindose cantidades traza de hemo O (34.5 min); Por otro
lado, la cepa mutante PYM! (Figura 6 B) muestra también 2 picos principales, aunque con un patron
diferente: puede observarse el hemo B (27.5 min} y ¢l hemo O (34.5 min); de acuerdo con su fenotipo
solo se puede observar cantidades traza de hemo A (32 min). La cantidad relativa de hemos B:A:O en la
cepa silvestre fueron estimadas en la siguientes proporciones: 1.0:0.5:0.014, mientras que ¢n la cepa
mutante PYM 1 la relacién fue 1.0:0.009:0.46, lo que va de acuerdo con los resultados encontrados en los
espectros diferenciales donde obscrvamos, en la cepa mutante PYMI, seiiales relevantes para un

citocromo bo'.
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Figura 5. Patrones espectrofolométrico y clectroforético de proteinas con hemo tipo-c, y de subunidades
de las apoproteinas presentes en Bacillus cereus cepa silvestre y mutante PYMI A 3.4 mg de proteina
de membranas de las cepas silvestre (a) y mutante PYMI (b), fueron lavadas con acetona 4cida y se
obtuvieron sus espectros diferenciales reducido (ditionita) menos oxidado (persulfato) a 77 K . B : Con
0.5 mg dc proteina de membranas de las cepas silvestre {(a) y mutante PYMI (b} sc realizé una
electroforesis SDS-PAGE en un gradiente de concentracion de acrilamida (10% a 16 %), las proteinas
fueron (ciiidas por su actividad de peroxidasa . C: Inmunoréplicﬁ tipo Western. Con 0.15 mg de proteina
de membranas de las cepas silvestre (a) y mutante PYM/ (b) se realizd una electroforesis SDS-PAGE
(10 % de acrilamida). Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa, las cuales se hicieron
reaccionar con anticuerpos contra la oxidasa aa; purificada de membranas de la cepa silvestre; la reaccidén

fue revelada con anticuerpos contra antisuero de congjo, conjugados con peroxidasa de rbano.
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Figura 6. Cromatograma de HPLC fase reversa de los hemos extraidos de membranas (40 mg) de B.
cerens cepas silvestre (A) y mutante PYM! (B). El sislemzlx fue calibrado con los siguientes estandares:
hemos B y O extraidos de E. coli; Hemos B y A extrafdos de particulas submitocondriales de corazdn de
bovino y protohemo IX obtenido de Sigma. Los tiempos de retenci6n obtenidos para los estdndares y de

los hemos de ambas cepas de B. cereits fueron: hemo B, 27.5 min; hemo A, 32 min; hemo O, 34.5 min,
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El analisis de hemos demostré que en las membranas de la cepa silvestre no se detectaron
cantidades significativas de hemo O y por lo tanto no hay citocromo bo'. En la cepa mutante PYM/; la
ausencia de hemo A , es compensada por cantidades significativas de un hemo O. Sin embargo, este
resultado no nos asegura que se trate de un citocromo bo” “bona fide”, sobre todo tomando en cuenta que
las apoproteinas que constituyen a las oxidasas de lipo a estin presentes en la mutante PYM1.De estla
manera la posible oxidasa bo' de esta mutante podria tener su origen en  una sustitucién promiscua con
los hemos By O en las apoproteinas de los citocromos tipo a. Esta pregunta podria contestarse al
purificar la oxidasa presente en la mutante PYM I

También en estudios previos hechos en el laboratorio (21) reportamos que la expresion de
los diferentes citocromos en la cepa sitvestre dependen del medio en donde se crece la bacteria.
Decidimos determinar el tipo de hemos que se €xpresan en ambas cepas, silvestre y mutante PYMI,
cuando se crecen en diferentes medios. Para hacer esto se obtuvieron membranas de células crecidas en
un medio fermentable (sacarosa y extracto de levadura), mixto (casamino4cidos y sacarosa/extracto de
levadura) y no fermentable (casaminoficidos o caldo nutriente). Los resultados fueron similares para la
cepa silvestre en los tres tipos de medio. Fn la figura 7, mostramos los cromatogramas de hemos
extraidos de membranas crecidas en medio fermentable {esquema A) y de membranas extraidas de medio
no fermentable (esquema B) donde los cromatogramas mucstran picos asociados a hemo B (27.5 min} y
hemo A (32 min) sin importar ¢l medio utilizado para el crecimiento.

El panorama fue distinto cuando se analizan los hemos de la cepa mutante PYM 1 crecida en
diferentes medios. Para los medio no fermentable y mixto, encontramos el mismo perfil que yz;
mencionamos, con un tiempo de retencién de 27.5 min para hemo B y un tiempo de retencién de 34.5 min
para el hemo O (Figura 8 B). Sin embargo, cuando se analizan los hemos de membranas de células
crecidas en medio fermentable encontramos diferencias en ¢l tiempo de retencién (Figura 8A): el hemo B
muestra el tiempo usual de retencion (27.5 min), pero el hemo QO es retenido durante mas tien{po (36.5
min). En un reporte sobre andlisis de hemos en una Arch..a-ea, Thermoplasma acidophilum (47},
mencionan una serie de hemos nuevos, con modificaciones en la cadena lateral del anillo pirr6hco.
Encuentran tres variantes preniladas de hemo O a los que llaman Ot, Opl y Op2; estas variantes de hemo
O presentan mayor hidrofobicidad como resultado de los cambios en sus cadenas laterales; este aumento

en la hidrofobicidad se refleja como mayores tiempos de retencion en un andlisis de HPLC, como el que
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Figura 7. Cromatogramas de HPLC fase reversa dehemos extraidos de membranas de B. cereus cepa
silvestre crecida en dos diferentes medios: (A) medio fermentable; (B) medio no fermentable, 1.a

calibracién de la columna y los tiempos de retenci6n obtenidos son los mismos que para la figura 5.
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Figura 8. Cromatograma de HPLC en fase inversa de hemos extraidos de membranas de B. cereus cepa
mutante PYMI crecida en diferentes medios. (A) medio no fermentable y (B) medio fermentable, La

calibraci6n y los tiempos de retencién son los mismos mencionados en la figura 5.
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nosotros hacemos. Es posible que el mayor tiempo de retencién observado para el del hemo O de
membranas de células crecidas en el medio fermentable puede deberse a una modificacién guimica de

este hemo. Serd necesario hacer estudios adicionales en este sentido.

CRIOENZIMOLOGIA DE MEMBRANAS DE B. cereus CEPA SILVESTRE Y MUTANTE
PYM 1

Espectros diferenciales con CO y de fotodisociacién en la mutante PYMI.

Los resultados mostrados anteriormente nos indicaron ka existencia de un nuevo citocromo
en B. cereus, con posible funcién de oxidasa, y que esta conformado por hemos B y O; los resultados
también sugirieron la participacién del citocromo ¢ como donador de electrones a esta oxidasa. Para
demostrar la funcién de esta proteina como oxidasa terminal, se hicicron estudios de intercambio de
ligandos O»/CO a temperatura subcero y se determin su capacidad de formar intermediarios oxigenados.

Se obtuvieron espectros diferenciales red+CO menos reducido a temperatura ambiente, de
membranas de células vegetativas de la mutante PYMI, crecidas en medio no fermentable (Figura 9A)
(los mismos resultados se obtuvieron con membranas de células en fase cstacionaria y esporulante); se
utilizaron como reductores ditionita (trazo a), NADH {trazo b), ascorbato (trazo ¢} y ascorbato/TMPD
(trazo d). Con cualquier reductor usado, los espectros diferenciales obtenidos muestran las mismas
bandas de absorbencia; se observan, en la zona del Soret, un pico 2417 y un valle a 433 nm y en la zona
del visible, picos a 540y 568 nm y un valle a 558 nm; éstas médximas de absorbencia estdn asociadas
con la formacién del complejo cit 0-CO, de manera similar a lo reportado para el complejo cit 0-CO de
E. coli( 63,65).

El complejo formado con el CO y las oxidasas terminales, puede ser fotodisociado por la
acci6n de luz actinica, dando bandas de absorbencia caracteristicas. La sensibilidad de este complejo a 1a
luz es mucho mayor a bajas temperaturas. Decidimos determinar los espectros de fotodisociacion de la
oxidasa presentc en membranas de la mutante PYM1y para ello, preparaciones reducidas con ditionita
(trazo a), NADH (traze b), ascorhato (trazo ¢) y ascorbato/TMPD (trazo d), fueron burbujeados con

CO y congeladas a— 105 °C; las muesiras se expusieron a luz actinica para fotodisociar el complejo
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Figura 9. Formacion de complejo cito-CO y fotodisociacién de este complejo en B. cereus mutante
PYMI. Se obtuvieron espectros diferenciales reducido-CO menos reducido a temperatura ambiente A v
espectros de fotodisociacion del complejo a —105°C (B} de membranas de células de la mutante PYM/
crecidas hasta fase logaritmica en medio fermentable. Se utilizaron 8 mg de proteina que fueron reducidas
con Ios siguientes reductores: ditionita (trazo a), NADH 50mM (trazo b); ascorbatol() mM (trazo c)
y ascorbato 10 mM mas TMPD 1.0 mM (traze d). Después de 30 min de reduccidn, las muestras fueron
burbujeadas con CO durante 3 min y sc obtuvieron los espectros diferenciales. Para los espectros de
fotodisociacion las preparaciones reducidas y acomplejadas con CO fueron congeladas vy los espectos
obtenidos a -105°C. La linea basal se obtiene de restar el espectro antes de fotodisociar, de €1 mismo.
Cada preparacién fue fotodisociada a —105°C y el espectro obtenido se resta del espectro antes de la

fotélisis.
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cito-CO y se obluvieron espectros sucesivos que se restan del espectro obtenido antes de fotodisociar
(Figura 9 B). Los espectros obtenidos fueron similares con cualquier reductor usado; en la zona de Soret
se observan un valle a 418-419 nm y un pico a 436 nm y en la zona del visible valles a 535 y 568 nm y
picos a 550 y un hombro a 557nm. Estas bandas de absorbencia fueron Ias esperadas cuando se genera un
citocromo  del tipo-bo’ reducido, no ligado a CO, como resultado de la folodisociacién del complejo, y
se asemejan al espectro caracteristico de fotodisociacién del complejo cit 0-CQO de E. coli (65). No hay

indicio espectral de la formaci6o y disociacion de complejos tipicos para otras oxidasas bacterianas.

Determinacién de la presencia de un hemo de alto spin en la mutante PYM]

Un 4tomo de fierro de alto spin ticne cuatro electrones desaparcados en Fe (1) y cinco
electrones desapareados en Fe (I1I), dando como resultado spin de 2 y 5/2, respectivamente; por lo tanto,
¢l fierro de alto spin puede tener uno o dos ligandos axiales, dependiendo de su estado redox. En el fierro
de bajo spin, el Fe (II) tiene todos los  electrones apareados, obteniéndose un spin de 0, y el Fe (11D,
tiene 1 electron desapareado, por lo que su spin ¢s de %2.; De acverdo a csto, los hemos de bajo spin
podrian solo wransferir electrones y los hemos de alto spin podrian unir ligandos. El hemo de alto spin en
las oxidasas, es el sitio donde se lleva a cabo la unién de O, y CO.

De acuerdo a Wood (103), el parimetro € (ypico- yvalle) / € ( apico - avalle), determinado
a bajas concentraciones de proteina, es muy dltil cuando se quiere comparar hemos de alto y bajo spin.
Por ejemplo en el caso de mioglobina se obtiene, para éste pardmetro, un valor de 32. Otros valores
obtenidos para fierro de alto spin son de 75, 95, 104 y 180 para cuatro citocromos ¢ y de 60 para la
citocromo ¢ peroxidasa de Pseudomonas {103). Hemos de bajo spin dan valores mucho menores,; cuatro
citocromos ¢ de metilotr6fos dan valores muy similares (4.9 a 5.5). Generalizando, los vatores de € (ypico
- yvalle)- & (apico - avalle) mayores de 30 se asocian a hemos de alto spin, mientras que valores menores
a 10, se asocian con hemos de bajo spin. (103). Decidimos obtener éste parimetro para la oxidasa
presente en membranas de la mutante PYMI y para cllo obtuvimos ¢l espectro de fotodisociacion de
metnbranas de ésta mutante a —118°C (figura 10); determinamos valores de 37 y 45, los que nos indican

Ia presencia de un hemo de alto spin en Ja oxidasa presente en las membranas de 1a mutanie PYMI. La
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existencia de un hemo de alto spin, nos permite afirmar que 6sta oxidasa es una oxidasa funcional, capaz

de unir oxigeno.

Cinéticas para la formacién del complejo oxidasa-CO y de la reaccién con oxigeno a

temperaturas subcero.

Los espectros diferenciales de complejos con CO, no pueden ser usados como una prueba
de la funcién de oxidasa de una proleina, ya que revelan todas las hemoproteinas reactivas a CO,
incluyendo hidroperoxidasas, globinas y las posibles oxidasas. Las oxidasas presentan una cinética de
recombinacién con el CO relativamente lenta a temperatura subcero, ya que se ha determinado (59) que
después de que el complejo con CO se ha fotodisociado, el CO se une de manera transitoria al CuB
presente en ¢l sitio catalitico. Esta propiedad puede ser utilizada para indicar si una hemoproteina es
oxidasa y si pertenece a la familia hemo-cobre, por su capacidad de unir ligandos y por presentar en el
centro catalitico un CuB.

Por otro lado, en presencia de etilenglicol al 50 %, las muestras de membranas reducidas y
acomplejadas con CO, se mantienen fluidas a ~23° C; en esas condiciones es posible introducir €1 O, al
medio, mediante agitacién mecénica, con un resorte de alambre de acero. A esa temperatura, el O; no
desplaza significativamente al CO del sitio catalitico, de tal manera que el complgjo cit-CO se puede
llevar a la temperatura subcero deseada, para su posterior fotodisociacion {ver métodos); a partir de esta
condicién ocurre el reemplazo del CO fotodisociado, por el O; atrapado en solucién, €n el sitio catalitico
de las oxidasas. Este intercambio produce la formacién de intermediarios oxigenados con bandas de
absorci6n caracteristicas en el espectro; Ia formacion de estos intermediarios oxigenados es mucho mis
répida que la reasociacion cit-CO, ya que el oxigeno se asocia directamente al sitio catalitico de la
oxidasa {63). La posibilidad de este intercambio, es por tanto una prucba mis de la funcién de oxidasa de

una proteina.
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Figura 10.Determinaci6n de la presencia de un hemo de alto spin en la oxidasa citocromo bo’ de la
mutante PYMJ de Bacillus cereus. Se muestran el espectro difrerencial de una preparacion fotodisociada
menos una preparacién pre-fotodisociada a ~118°C. La concentracién de proteina de membranas de
células de la mutante PYMI fue de 2.05 mg/ml. Esta concentracién de proteina nos permite observar
claramente el pardmetro descrito por Wood (e (y pico- Y valle) / & ( a pico - o valle) el cual define un

hemo de alto spin.
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Cepa Silvestre. Cinetica de reasociacién con CO a temperatura subcero.

Membranas de células de B. cereus cepa silvestre en fase vegelativa y esporulante, crectdas
en medio fermentable, fueron reducidas con NADH y burbujeadas con CO. Estas muestras anaerdbicas
fueron congeladas a las temperaturas indicadas y fotodisociadas como se describe en materiales y
métodos. En la figura 11 mostramos los resultados obtenidos a diferentes temperaturas (se compara ia
zona del Soret). Los espectros mostraron el mismo patrén para las membranas de células vegetativas (A)
que para las esporulantes (B): un valle a 432 nm y un pico a 445 nm consistenles con lo esperado para
citocromos del tipo a {en un espectro de fotodisociacion se esperan las bandas invertidas con respecto al
espectro diferencial con CO). A -70y —80°C, pudo observarse que tanto el pico a 445 nm, como el
valle a 432 nm tuvieron un regreso simétrico a la basal (espectro absoluto con CO restado de sf mismao);
los cambios entre ¢l valle 2 432 nm y el pico a 445nm con respecto a la basal fueron de igual magnitud,
pero en sentido opuesto. Estos cambios nos indicaron la re-formaci6én del complejo cit a-CO conforme
transcurre el tiempo. Se calcularon los tiempos medios de reasociacion para ~ 90 °C, obteniendose un
T ., de 30 min para la oxidasa aa; (membranas de c¢lulas vegetativas) y de 6 min para la oxidasa caay
(membranas de células esporulantes). A temperaturas entre -90 y -110 °C, los cambios se hicieron muy
lentos, siendo imposible calcular tiempos medios de reasociacion. Los resuliados obtenidos nos
demostraron que ambas oxidasas, aa; y caay, fueron capaces de volver a formar ¢} complejo con CO, de
manera lenta (si se compara con la reaccién con O, ver més adelante). La lenta reasociacion se debi6 a
que el CO se asocié de manera transitoria con el CuB en el centro catalitico; este heclhio nos confirma la
presencia de un centro catalitico conteniendo el centro CuB y por lo tanto que ambas proteinas son

oxidasas funcionales, pertenecientes a 1a familia de oxidasas hemo-cobre.

Cepa Silvestre. Cinética de la reaccién con oxigeno a temperatura subcero.

Como mencionamos, una prucba més de la funcién de oxidasa de una proteina es su

capacidad de intercambiar ligandos (CO/Q,), formando en el transcurso de esc intercambio inlermediarios

oxigenados. El oxigeno se introdujo a una muestra reducida con NADH y acomplejada con CO a -23°C,

temperatura a la cual, gracias a la presencia de etilenglicol, la muestra todavia es fluida,
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Figura 11. Cinéticas para la formacidn del complejo con CO de Ias oxidasas tip-a d¢  B. cereus cepa
silvestre, en fase de crecimiento vegetativo (A) y esporulante (B), después de fotdlisis a temperaturas
subcero y ausencia de oxigeno. Membranas (8 mg de protefna / ml) de células crecidas en un medio no
fermentable, fueron reducidas con 5.0 mM de NADH y burbujeadas con CO. Se obtuvo el espectro del
complejo con CO, que se restd de si mismo para obtener Ia basal (no se muestra). Después ka preparacion
se fotodisoci6 a las temperaturas subcero indicadas y se obtuvieron registros sucesivos de la region de
Soret (400-500 nm) a los tiempos indicados; se registraron los espectros diferenciales (registro después de

la fotGlisis menos el espectro pre-fotolisis).
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permitiendo introducir el O, al medio, mediante agitacién mecanica. Estas preparaciones fueron llevadas
a las temperaturas subcero indicadas y fotodisociadas, a partir de lo cual, puede darse el recinplazo del
CO por el O; en el silio catalitico. Se estudi6 espectrofotométricamente el proceso de intercambio entre
CO y O, a temperaturas subcero, €n membranas de células vegelativas y esporulantes de la cepa silvestre
(Figura 12). Se obluvieron espectros de fotodisociacion a — 90, -100 y - 110 ° C (se muestran aquellos
para — 100 °C), para estudiar  1a cinetica de }a reaccién del oxigeno con la oxidasa. También obtuvimos
espectros a ~ 70 y — 80 ° C (se muestran los resultados a — 70 °C); a eslas temperaturas se da una
oxidacién mas réipida de la oxidasa, lo que permite observar la posterior oxidacién de los componentes
ubicados antes de la oxidasa en la cadena.

El espectro obtenido dentro del primer minuto después de la fotolfsis a —~100 °C (figura 12
A para el caso de membranas de células vegetativas y 12 B para membranas de células esporulantes),
muestra fas  mismas caracleristicas del  espectro  fotodisociado correspondiente, en condiciones
anaerébicas (ver la figura 11 A y B). Después de la fotodisociacion ocurrié el reemplazo de ligandos
CO por O, y por espectros sucesivos a los tiempos indicados cn la figura, se siguié su proceso. Los
cambio de absorcién hacia la linea basal fueron indicativos de la unién del ligando. El ligando que se
unié era oxigeno y no CO. Esto se demostr6 al comparar las cinéticas de reacci6n obtenidas en presencia
de oxigeno (Figura 12 A y B), con las obtenidas en condiciones andxicas (Figura 11 A y B). Se
calcularon los T Y& de combinacion con O:a — 90 °C, obteniendose un T %2 de 3 min para la oxidasa aay
(membranas de células vegetativas) y de 1.5 min para la oxidasa caa; (membranas de células
esporulantes). En condiciones anéxicas, ia reasociacion del CO fotodisociado al centro catalitico de los
citocromos del tipo-a, fueron lentos en comparaci6n a la union del oxigeno (TABLA V). Los tiempos
mAs cortos para la asociacién de la oxidasa con ¢l oxigeno se debieron a que éste se une directamente al
centro catalitico, mientras que, como lo hemos mencionado, el CO se une de manera transitoria al CuB
antes de reasociarse con la oxidasa. La disminucién en la absorbencia a 445 nm se asocié con la reaccion
de los citocromos tipo-a con oxigeno para dar un oxi-complejo. Se pudo observar que en presencia de
oxigeno, el regreso del valle a 432 y el pico a 445 nm hacia la basal, es asimetrico, reflejando la mayor
similitud de Ia forma oxigenada con el aducto-CO a 445 nm en comparacién al aducto a 432 nm, donde
se observa la mayor absorci6n del complejo con CO. En la region alfa/beta encontramos un pico a 590 nin
y un ligero hombro a 600 nm, para las dos fases de crecimento; conforme avanzamos en el dempo, estas

sefiales se definieron
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Figura 12. Cinética de reaccién con oxigeno de los citocromos del tip-a_de Bacillus cerens cepa
silvestre a —100 °C y =70°C. Las membranas de células de la cepa silvestre en fase de crecimiento
vegetativo (trazos A y C) y esporulante ( trazos B y D), fueron reducidas con NADH 5.0 mM vy
burbujeadas con CO durante 3 min; las preparaciones se Hevan a —23 °C vy se afiade oxigeno por agitacion
vigorosa. Después, las muestran son estabilizadas a las temperaturas requeridas (trazos A y B a ~100°C;
trazos Cy D a —70 °C) y se obtienen los espectros antes de la fotdlisis, que se restan de ellos mismos
para obtener la basal (no s¢ muestra). A continuacion las preparaciones son fotodisociadas a las

temperaturas indicadas. Se obtiene espectros sucesivos que son registrados como espectros diferenciales
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{espectro después de la fotdlisis menos espectro pre-fotdlisis). En la partc baja de cada panel se¢ muestra
los espectros obtenidos de restar el dltimo espectro del primer espectro, después de fotodisociar.

mis claramente. Esas maximas de absorbencia fueron atn mas claras al restar el primer espectro obtenido
del dltimo. Es importante hacer notar un ligero valle a 550 nm en la preparacién de membranas de c¢lulas
esporulantes, que mosuré la oxidacién de un citocromo ¢, y de lo cual hablaremos mas adelante. Por otro
lado, hay que hacer hincapié en que no se presentan ni las bandas caracteristicas de absorbencia para la
formacién del complejo cit bo'-CO (valle a 417-419 nm y pico a 432 nm), ni la presencia de
intermediarios oxigenados asociados a un citocromo bo’ {valle a 419 y pico a 432 nm); este resultado nos
confirma la ausencia de éste citocromo en la cepa silvestre de Bacillus cereus, determinada al analizar los

hemos por HPLC (Figuras 6y 7).

"Fabla V. Ty» (min) de recombinacién con CO y de la combinacién con oxigeno a —90 °C de las oxidasas

presente en las membranas de Bacitlus cereus cepa silvestre.

Oxidasa Recombinacion con CQ | Combinacién con O, Recombinacion CO [

Combinacion O,

oxidasa ad; 30 3 10

(Crecimiento vegetativo)

oxidasa can, 6 1.5 4

(Esporulacion)

Sabemos que en el caso de la cepa silvestre crecida hasta fase esporulante, un Citocromo ¢
es el donador de clectrones para fa oxidasa caa; (24). Entonces investigamos la naturaleza de los
componentes responsables de Ia transferencia de Iclcclrones a las oxidasas terminales presentes en la cepa
silvestre: durante el crecimiento vegetativo, el cilocromo aa; y en esporulacién, el citocromo caas.

Obtuvimos espectros de fotodisociacitn a temperaturas subcero de-70 °C, en presencia de oxigend, a esta




temperatura se da una oxidacion mas ripida de la oxidasa, permiticndo obscrvar Ia posterior oxidacidn de
los componentes ubicados antes de ella en la cadena.

Para las membranas de células de la cepa silvestre, en el primer espectro después de
fotodisociacion (figura 12), observamos, para ambos estadios de crecimiento, en Ja zona del Soret un
valle 2 432 nm y un pico a 445 nmy; y en la zona del visible un valle a 590 nm y un hombro a 600 om; la
presencia de estas bandas estd asociada a citocromos del tipo-a. También fue mds claro a esta
temperatura, en las membranas de ¢€lulas en fase esporulante, un valle a 548 nm debido a la oxidacion de
un citocromo tipo-c. Al analizarse los espectros sucesivos, en la zona de Soret la banda a 332 nm regreso
hacia la basal de manera asumétrica, mis lentamente que ¢l pico a 445 o, de la misma manera que se
menciond ocurre a temperaturas mds bajas. En €l visible las sefales mencionadas se definicron mas
claramente. Estos cambios nos indicaron la oxidacién de citocromos tipo-a. Al restar el primer espectro
obtenido del dltimo, observamos un valle bien definido a 548 nm, para el caso de membranas de célolas
csporulantes, que fue el reflejo de oxidaciGn de un citocromo tipo ¢. Esta sefial para citocromo ¢ se puede
asociar a la oxidacion del citocromo ¢ unido covalentemente a la oxidasa caa;, pero también al citocromo
¢ que dona los electrones a esta oxidasa; este citocromo ¢ puede ser €l Cssy, observado como el citocromo

¢ de bajo peso molecular presente en las membranas de B. cerens (Mr 14 KDa, figura 5).

Cepa Mutante PYMI. Cinetica de reasociacién con CO a temperatura subcero.

Estudiamos en 1a mutante PYM1, el progreso de la re-formacion del complejo cit 0-CO
utilizando la ténica descrita por Poole (63). La cinética de reasociacion con CO se hizo con membranas
vegetativas, obteniéndose los resultados mostrados en la figura 13. Las membranas fueron reducidas con
NADH y burbujeadas con CO. Estas muestras anaerébicas fueron congeladas a las temperaturas indicadas
y fotodisociadas como se describe en materiales y métodos. En este caso, se observé un valle a 419 nm y
un pico a 432 nm consistente con la presencia de citocromo bo' (63,65). A -85 y — 95°C, la reaccién
con CO se caracteriz6 por un regreso simetrico a la basal (espectro absoluto con CO restado de si
mismo); los cambios de absorbencia a 419 nm y a 432 nin con respecto a la basal fueron iguales, pero en
sentido inverso. A temperaturas menores el proceso fue muy lento, haciendo imposible seguir la cinética.

Estos cambios nos indicaron la reformaci6n dei complejo cit bo’-CO, conforme transcurre el tiempo. El
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tiempo medio de reasociacién fue calculado para - 90 °C, obtecniendose un T ¥ de 18 min. Este
resultado esti de acuerdo con el comportamiento descrito para el citocromo bo’ de E. coli (63,6_5) ¥ nos
demostré la capacidad de la oxidasa bo’ para unir CO. La lentitud del proceso en comparacion a la
reaccién con O, (se muestran mds adelante), se debié a la presencia de un CuB en et centro calalitico de
la oxidasa presente en la mutante PYM (recordar que sf existe un CuB en el centro catalitico, el CO se
asocia de manera transitoria a €1, lo que hace que el proceso de reasociacién se haga més lento). La
capacidad de fa oxidasa para unir ligandos y la presencia del CuB en el centro catalitico, nos permite
afirmar la funci6n de oxidasa del citocromo bo’ presente en las membranas de la mutante, y que ¢ésta

oxidasa es miembro de la [amilia hemo-cobre.

Cepa Mutante PYMI. Cinética de la reaccién con oxigeno a temperatura subcero.

Se estudié, en membranas de células vegetativas de la mutante PYMI, el proceso  de
intercambio de ligandos CO/O,, y la capacidad de la oxidasa para formar intermediarios oxigenados. El
oxigeno se introdujo a una muestra reducida con NADH y acomplejada con CO a -23°C, temperatura a la
cual, gracias a la presencia de etilenglicol, la muestra es todavia fluida, permitiendo introducir ¢l O; at
medio mediante agitacién mecéinica. Las preparaciones donde se ha formado el complejo cit bo’-CO,
fueron llevadas a las temperaturas subcero indicadas y fotodisociadas, a partir de lo cuynl, puede darse el
reemplazo del CO por el O, en el sitio catalitico. Investigamos en la mutante PYMI, la reaccién de la
oxidasa bo’con el oxigeno (espectros fotodisociados a - 114 °C; Figura 14 A). Encontramos durante la
cinética, las méximas de absorcién caracteristicas de un citocromo tipo bo’ (63.65). A —-114°C la unién
del oxigeno al centro catalitico de la oxidasa, mostrada por el regreso hacia la basal del valle 2 419 y el
pico a 432 nm, fue m4s répida que Ia re-formacion del complejo con CO (ver figura 13). La disminucién
en 1a absorbencia a 432 nm, s¢ asocia a la reacci6n del citocromo bo” con el oxigeno, produciéndose un
oxi-complejo similar al observado en E. coli (63). Bl T %2 de asociacién con O, calculado para -90 °C
(espectro no mostrado), fue de 5 min. Que ¢! ligando que se uni6 era oxigeno y no CO fue demostrado al
comparar las cinéticas de reaccién obienidas en presencia de oxigeno (T 2 = 5 min), con las oblenidas en
condiciones anéxicas (T ¥2 = 18 min). Hay una marcada asimetria en el regreso a la basal entre el valle a

419 y el pico a 432 nm, que reflej6 una gran similitud de 1a forma oxigenada a 432 nm con ¢l espectro del
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Figura 13. Cinéticas de formacion del complejo cito-CO de membranas de células vegetativas de la cepa
mutante PYMI, después de la fotSlisis a temperaturas subcero en ausencia de oxigeno. L.as membranas
de células crecidas en un medio no fermentable (8.0 mg de proteina/ml), fueron reducidas con SO0mM de
NADH y burbujeadas con CO durante 3 min. Después, las preparaciones se llevan a la temperatura
indicada y se obtiene el espectro del complejo cito-CO, que se resta de si mismo para obtener la basal
{no se muestra). Las preparaciones son folodisociadas a las temperaturas indicadas y se obtienen

eSpectros sucesivos que se registran como espectros diferenciales (espectro fotodisociado menos espectro

antes de la fotolisis).
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Figura 14. Cinética de reaccion con oxigeno del citocromo bo’, de membranas de c€lulas vegetativas de la
mutante PMYI. Las membranas (8.0 mg de proteina /mi) son reducidas con 5.0 mM de NADH,
burbujeadas con CO durante 3 min y llevadas a —23 °C; a esa temperatura se introduce el oxigeno a las
muestras por agitacién vigorosa. Las preparaciones son llevadas a las temperaturas indicadas:: -114°C (A)
y :-70° C (B) y se obtienen sus espectros, que se restan de ellos mismos para obtener la basal. A estas
temperaturas se Heva a cabo la fotodisociacién y se obtienen espectros sucesivos a los liempos indicados.
Los registros muestran los espectros diferenciales (espectros después de fotdlisis menos espectro pre-

fot6lisis). Los espectros en la parte inferior muestran los resultados de restar el primer espectro del

tiltimo espectro obtenidos después de la fotlisis.
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complejo con CO a Ja misma longitud de onda. En laregion del visible, en el primer espectro después de
la fot6lisis, pudimos observar valles a 530 y 567 nm y un pico ancho que va de 549 a 556 nm, de manera
semejante al espectro diferencial obtenido después de fotolisis de la preparacion andxica. Los espectros
sucesivos revelan que ¢l valle a 567 nm se hace mas profundo y sc observa un segundo valle a 556 nm,
mientras que poco cambio ocurrié a 530 nm. El comportamiento de este proceso estd de acuerdo con lo
reportado por Poole (63,65) para la reaccién del oxigeno con el citocromo bo’ de E. coli y con 1o descrito
para el pigmento semejante a Cilocromo bo’ encontrado en B. subtilis FG83 (38). Cuando sc resta el
pritmer espectro después de la fotolisis, del {iltimo obtenido 130 min después, ¢l espectro diferencial
result:;me mostr6 valles a 549 y 556 nm, sugiriendo una significativa oxidaci6n de citocromos del tipo b
y ¢. El valle a 432 nm nos habla de la oxidacion de citocromos del tipo b. Es muy importante, quc una vez
més encontramos evidencia de la participacién de un citocromo tipo ¢ como donador de electroncs para el
citocromo bo’ en Ia mutante PYM /.

Los resultados presentados en esta tesis nos sugieren que en la mutante PYM 1, el donador
de electrones para la oxidasa bo’ es un citocromo tipo ¢. Entonces investigamos la naturaleza de los
componenles responsables de la transferencia de electrones a las oxidasas terminales presentes en la
mutante PYMI. Para ello, obtuvimos el espectro de fotodisociacion a —70 °C, en presencia de oxigeno; a
esta temperatura se da una oxidacion més répida de la oxidasa, permitiendo observar la posterior
oxidaci6n de los componentes ubicados antes de ella en la cadena.

En el resultado encontrado con la cepa mutante PYMI al fotodisociar a — 70°C (figura 14
B) observamos, que ¢l pico a 432nm de la forma reducida del citocromo bo', se presentd solo
ransitoriamente, debido a la rdpida oxidacion de la oxidasa. Los registros sucesivos no muestran
cambios entre 430 y 445 nm, regién del espectro donde se podria observar 1a oxidacion de citocromos del
tipo-a. En cambio, en la regi6n del visible, el pico pequefio a 550 nm, observado en el primer espectro
después de la fotdlisis, desaparecié para formar un valle profundo a la misma longitud de onda. Al
obtener el espectro diferencial de la post-fot6lisis (se resta el primer espectro del dlima}, se pudo
observar que el mayor cambio fue la formacién de este valle profundo a 550 nm, sugiricndo una vez mds,
1a oxidaci6n de un citocromo tipo ¢. En la region del Soret, el corrimiento del valle a 420 nm puede ser
asignado Lambién a un citocromo ¢. Estos resultados demuestran que un citocromo ¢ actia como donador

de clectrones a la oxidasa presente en B. cerens mutante PYMI. Esta seiial de  citocromo ¢ puede
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asociarse al citocromo ¢ libre (banda de 14 kDa) presente en las membranas de la mutante PYMI
(Figura 5).
Los datos obtenidos en las cinéticas de reasociacion con CO y asociacion con O, para ambas cepas de

B. ceretis, son comparados en la siguiente tabla:

Tabla VI Tiempos medios (min) a-90 °C, de la reasociacion con CO y la asociacién con O, para las

oxidasas presentes en las membranas de B. cereus cCpas silvestre y mutante PYM 1.

Oxidasa Reasociacién con CO Asociacion con 02

aa; (B. cerens cepa sitvestre 30 3

durante crecimiento vegetativo)

caay (B. cerens cepa silvestre 6 1.5

durante esporulacion)

bo’ (B. cereus mutante PYM1) 18 5

Los datos obtenidos en las cinéicas de reasociacién de CO y asociacion de O,, para
Bacillus cereits cepa silvestre, son preliminares. Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos con
las tres oxidasas prescntes en las membranas de 8. cereus (aay y caay en la cepa silvestre y bo” en la
mutante PYM 1), podemos llegar a resultados interesantes. Es importante sefiakar que la reaccién entre la
oxidasa bo” y el O, es mds lenta, en comparaci6n a las oxidasa del tipo-a (la reaccién es 1.6 y 3.3 veces

mas ripida para las oxidasas aa; y cads respectivamente; Tabla VI).

La afinidad por oxigeno de la oxidasa citocromo_bg’ presente en la mutante PYM 1.

Las oxidasas respiratorias son las enzimas que tienen la mayor afinidad por el oxigeno; sus
Km’s, estin en el intervalo de concentracién de 10 a 10® M. Esta enomme afinidad plantea problemas

técnicos muy serios para la correcta medicién de la concentracion del O, en solucién y su variacion
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durante la cauilisis de las oxidasas. La introduccion de la ténica espectrofolométrica basada en el uso de
hemoproteinas (i.e. mioglobina y leghemoglobina), como monitores de la concentracion de O, en
solucién, ha venido a solucionar ¢l problema (18). Los estados oxigenado y desoxigenado de una globina,
se puedcn medir de manera dindmica y precisa y su proporcion es el reflejo exacto de la concentracién de
0, en soluci6n, debido a que de acuerdo a su constante de disociacion, la globina se encontrard en
equilibrio con el O, libre. El especiro 6ptico de la leghemoglobina en sus diferentes estados, indica el
promedio de concentracién de oxigeno. El espectro de absorcion en la zona del visible de la
oxilegflemoglobina est4 caracterizado en la zona o y P por sus méximos de absorbencia a 541 y 575 nm.
En coniraste la desoxigenacién de la leghemoglobina (estado reducido), tiene su mixima absorbencia a
560 nm. La determinaci6n de los cambios de absorbencia entre 560 y 575 nm, monitorea la transicion de
la forma oxi a la forma desoxi que acompafia a la respiracién y por tanto el consumo de O; de la solucién
(4,7,18). El uso de mioglobina permite medir el O; en la solucién en un rango de 0.1 a 10 uM, mientras
que la leghemoglobina (Km Oz= 0.026 uM) permite medir el intervalo de 0.003a 0.3 uM (19).

Los experimentos de intercambio de ligandos CO/O; a temperatura subcero revelaron una
sola oxidasa en la mutante PYMI, el citocromo bo’ y consideramos interesante conocer su Km por 0.
La afinidad de esta oxidasa por oxigeno s¢ determiné en membranas de células vegetativas de la cepa
PYM1, de acuerdo a la técnica descrita por ID'Melto (19), utilizando la leghemoglobina oxigenada (LHb)
como fuente de oxigeno y como sustrato  NADH. Los resultados muestrap una cinética de un solo
componente en la grafica de Eadie-Hofstee (Figura 15), con una Km de 8.3 nM (promedio de cinco
determinaciones). Solamente un componente cinético puede ser ident cificado en la grafica y por lo tanto
podemos sugerir que 1a oxidasa bo” es la dnica oxidasa presente en la mutante PYMI. Este valor indica
una muy alta afinidad por oxigeno solo comparable a la reportada para citocromo bo' (18) ybd (19) de

E. coli y 1a cbb, de Bradyrhizobinm japonicum.(41, 67).
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Figura 15. Determinacion de la afinidad por oxigeno del citocromo bo’ de B. cereus cepa mutanic PYMI,
por desoxigenacién de la oxileghemoglobina. Los datos fueron usados para calcular la grifica de Eadie-
Hofstee; la Km calculada de la pendienie de la recta fue de 8.3 nM. Las muestras consistian de
amortiguador de fosfato de potasio 25 mM, 1.0 mM de EDTA pH 7, 0.1 mg de proteina de membrana,
10-20 uM de leghemoglobina, en 1.3 ml finales. La reacci6n se inicia por la adicion de 0.5 mM de

NADH.




PURIFICACION DE LA OXIDASA PRESENTE EN LA MUTANTE P'YMI

Para definir Ia naturaleza de la oxidasa presente en la mutante PYM ! fue necesario proceder
a su purificacién. De acuerdo con los datos presentados, esta oxidasa no es un citocromo bo’ clésico, es
decir del tipo de citocromo bo’ que s¢ encuentra en E. cofi, ya que no parcce ser una quinol oxidasa sino
una citocromo ¢ oxidasa (Figuras 3, 4, 8, 12y 15).

Procedimos a la purificacion de la oxidasa de la mutante PYM! siguiendo el esquema
planteado en material y métodos. Hemos conseguido avances significativos, pero la enzima ha resultado
muy dificil de purificar, y no hemos podido mantenerla activa durante su purificacién (la enzima ¢s
inactiva en presencia de Triton X100); debido a esto la purificacién no se siguié por actvidad, sino por
espectrofotometria (siguiendo la formaci6n del complejo cit bo-CO) o per HPLC (siguiendo la presencia
de hemo O).

Los citocromos se extrajeron con Tritén X100 al 4 % a partir de membranas obtenidas de
células de la mutante PYM I, crecidas en medio no fermentable. El extracto se diluyd 4 veces con un
amortiguador Tris-HC1 50 mM pH 8.0 con asolectina (10 ug /mi) y se aplicé a una columna de DEAE
Sepharosa CI-6B.

Durante la cromatografia se obtuvo ¢l perfil de elucion mostrado en la figura 16 A: hubo
una fraccién que no se adsorbid a la colomna y at aplicar el gradiente de NaCl {0 a 600 mM} se cbtuvo un
pico que eluye a 200 mM de NaCl. Los espectros diferenciales reducido menos oxidado (trazo a) y
reducido+CO menos reducido (trazo b) de estas fracciones, utilizando como reductor ditionila, se
muestran en la figura 16 B. El espectro red menos ox de la fraccién no adsorbida (pico sombreado),
muestra hombros a 427 y 558 nm, caracterfsticos de citocromos del tip- by picos a 419 y 549 nm
caracteristicos de citocromos del tipo-c. El espectro del complejo con CO mostrd ¢l perfil caracteristico
de un complejo citocromo bo’-CO (pico a 412 nm valles a 427 y 557 nm). Sin cmbargo, cuando se hizo el
anlisis de hemos (figura 16 C) pudimos observar que el hemo B {tiempo de retencién de 27.5 min) fue
el que se present6 en mayor proporcion encontrando solo trazas de hemo O (tiempo de retencion de 34

min); la relacién entre los hemos B:O es de 1.0:0.05.
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Figura 16. Cromatografia de intercambio fonico €n DEAE Sepharosa C1-6B de citocromos solubilizados
de membranas de la mutante PYM/. (A) Perfil dc elucién de la columna;se muestra con  la porcién
sombreada la fraccién que no fue adsorbida y ¢l pico que eluye después de la aplicacion del gradiente
(200 mM de NaCl); la linea punteada muestra el gradiente de concentracion de NaCl con el que s¢ eluyd
]a columna. (B) espectros diferenciales reducido menos oxidado (trazo a) y reducido-CO menos reducido
(trazo b), de la fraccién no adsorbida (porcitn sombreada) y del pico obtenido después de 1a elucidn (se
analizé la fraccién marcada con el asterisco). (C). Cromatograma en HPLC fase inversa de los hemos
extraidos con acetona 4cida de cada una de las fracciones mencionadas y marcadas en la figura con un

asterisco.
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El pico obtenido con el gradiente de NaCl, muestra en el espectro diferencial reducido
menos oxidado (trazo a), la presencia de citocromos del lipo-b (pico a 424 y 558 nm) y una banda de
absorcién a 554 nm que se ha asociado a citocromo bo'; es importante hacer notar 1a ausencia de bandas
correspondientes a Cilocromos del tipo ¢. De la misma manera que  pard la fraccién no adsorbida, en el
espectro con CO se observé un espectro caracteristico del complejo del citocromo 9-CO (pico a 413 nm,
valles 429 y 557 nm), pero a diferencia de la fraccién anterior, el cromatograma de los hemos extraidos
mostré ademdas de hemo B (tiempo de retencién de 27.5 min), hemo O (tiempo de retencidn de 34
min).La relacién entre los hemos B:O fu€ de 1.0: 0.25 . De acuerdo a estos resultados la fraccién donde
encontramos la oxidasa semejante a citocromo bo’ es la del pico eluido con ¢l gradiente de NaCl. Las
fracciones conteniendo seiial de hemo O se juntaron y dializaron toda la noche para aplicarse a una
columna de QAE Toyopearl.

La figura 17 mucstra los resultados obtenidos al desarrollar la cromatografia en QAE
Toyopearl. El perfil de elucién (figura 17 A) nos indica que toda las hemo-proteinas se adsorbieron. El
gradiente de NaCl (0 a 600 mM) eluy6 un pico a aproximadamente 200 mM; el pico no fue homogéneo
sino que presentd un hombro. Se tomaron las [racciones del pico (I) y el hombro (}I) por separado y se
hizo el andlisis espectroscopico de la misma manera que para la columna anterior. Hay que recordar que
en esta fraccion ya no contiene c¢itocromo ¢, ya que se separé en la columna anterior, en la fraccion que
no sc adsorbe. El espectro del complejo con CO  (Figura 17) nos muestsa que ambas fracciones,
contienen citocromos reactivos con CO. Las dos fracciones se dializaron y aplicaron por separado a una
columna de HA Ultrogel.

La figura 18 IA muestra ¢l perfil de elucién obtenido cuando se adsorbié el pico de la
columna de QAE Toyopearl (columna anterior), a la que Lamaré (raccién 1, en la columna de HA
Ultrogel. En esta columna, ¢l primer pico obtenido corresponde a una fraccién no adsorbida; en £sta
fraccion no encontramos sefiales de citocromo tipo bo’. Después de aplicar el gradiente de fosfatos (5-500
mM), se obtuvo un pico a S0 mM de fosfatos  que se analiza espectrofotométricamente, obteniéndose un
espectro cuyas caracteristicas poeden asociarse con la presencia de un complejo citocromo 0-CO (Figura
18 IB). Sin embargo, ¢! andlisis de hemos nos muestra la presencia de hemo By solo cantidades en

trazas de hemo O (Figura 18 IC); la relacién hemos B:O fue de 1:0.03.
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Figura 17. Columna de intercambio iénico en QAE Toyopearl de las fracciones obtenidas de la columna
de DEAE Sepharosa C1-6B. Perfil de eluci6n de la columna; toda la proteina aplicada sc adsorbi6 por lo
que se muestra el pico de elucién con un gradiente de NaCl (marcado con la linea punteada). S tomaron
alicuotas de las muestras del mdximo del pico y del hombro (marcadas con un asterisco) para obtener los

espectros diferenciales con CO.
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Figura 18. Cromatografia en HA Ultrogel del pico (1) y el hombro (II) obtenidos en la cromatografia de
QAE Toyopearl. (A) Perfil de clucién ; el primer pico corresponde a la proteina no adsorbida. Se aplico
un gradiente de fosfatos (0-500 mM) y se obtuvo un pico que eluye a 100 mM. (B) espectros diferenciales
reducido-CO menos reducido de la fraccién correspondiente al méximo de cada uno de los picos. (C)

Cromatograma en HPLC fase inversa de los hemos extraidos con scetona icida de cada uno dc los picos.
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La figura 18 I1A muestra el perfil de clucién obtenido cuando se adsorbe en una columna
de HA Ultrogel, la fraccion correspondiente al hombro de la columna de QAE Toyopearl; a ésta
fraccién  la llamaré frz_accién 1. Se observé un pico de proteina no adsorbida, la cual no presentd
citocromo bo’. Al aplicar el gradiente de fosfato, se cluye un pico a 65 mM, que al analizarse
espectroscopicamente  Mostré un complejo cit 0-CO (Figura 18 IIB); el analisis de hemos comprobd la
presencia de hemo O en esta fraccion. La relacién hemo B:O encontrada fue de 1:0.25.

El anglisis electroforético en SDS-PAGE de algunas de las fracciones s¢ mucstran en la
figura 19 A. En el carril 5 mostramos el patron electroforético de la fraccién positiva para hemo O,
obteniﬁa de HA ultrogel. La fraccién no estd completamente pura, sin embargo podemos observar 3
bandas; dos bandas tenues, con pesos moleculares de 66 y 51 KDa (probablemente contaminantes), y 3
bandas bien definidas con pesos moleculares de 38, 31 y 16 Kda. Si revisamos la composicidn de
subunidades y los pesos moleculares reportados para citocromos tipo bo’, la composicién encontrada
para la oxidasa de la mutante PYM I es diferente. En E. coli Gennis (56) reporta al citocromo bo’
compuesto de 4 subunidades con pesos moleculares de 55, 33, 18 y 13 Kda. No pudimos reconstituir la
actividad enzimatica en ésta fracci6n, por lo que es dificil saber si la composicion mostrada corresponde

a la oxidasa.
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Figura 19. Purificacién de la oxidasa presente en B. cerens mutante PYMI. Andlisis electroforético en
SDS-PAGE al 10 %. En el carril 1 se muestra ¢l patrén de los estdndares de masa molecular (Mark VII);
el carril 2 y 3 corresponden al pico y al hombro respectivamente, de la columna de QAE Toyopearl; el
carril 4 muestra el patrén electroforético de! pico obtenido en la columna de HA Ultrogel, a partir de la
fraccion I de 1a columna de QAE Toyopearl (pico); el carril 5 muestra el patrén electroforético de 1a
fraccién I obicnida de la columna de HA Ultrogel (hombro). Esta dliima muestra corresponde a la

fraccién que esta enriquecida con hemo O.
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DISCUSION

Durante el crecimicnto logaritmico en un medio fermentable, las oxidasas terminales
presentes se encuentran bajo represion catabolica y su crecimiento depende del metabolismo fermentativo
(90). Un periodo muy importante se da cuando se acaba la fuente de carbono (sacarosa) y los &cidos
orgénicos producidos (B hidroxibutirato por gjemplo) duranie la (ermentacién causan una caida en el pH.
En este punto puede observarse un claro aumento en la respiracién endégena, indispensable para suplir
la encrgfa necesaria para la esporulacion y para la utilizacién de los acidos orgnicos formados. Durante
estos eventos el citocromo caa, en la cepa silvestre tiene un papel fundamental, lo que se sugiere por su
induccion justo antes de que el pH minimo se haya alcanzado (Figura 2D). En esta misma etapa, el
agolamiento de la fuente de carbono fermentable podria ser el factor mis importante en la induccién del
citocromo caas; sin cmbargo el papel que ticne 1a cafda en ¢l pH puede ser muy importante, de acuerdo a
1o reportado por Quirk (74), quien mostré que la expresién del operon ctA en B. firmus QF4 estd regulada
por ¢l pH. También es importante mencionar que Lauraeus y Wikstrém (43) no encontraron expresion del
citocromo ¢aa; en un cultivo de  B. subrilis 168, en fasc estacionaria de crecimiento y aereacion
moderada, cuando el pH del medio se mantiene constante en 7.0. En el caso de la mutante PYMI la
ausencia de citocromos del tipo-a, es compensada por la presencia de cilocromos de! tipo-b y un
citocromo bo’, cuya expresion es méxima cuando se llega a esporulacién. Esta oxidasa bo’ presente en la
mutante PYM/muestra caracteristicas muy interesantes: su actividad de TMPD oxidasa presenta alta
resistencia a CO (a 30 % de saturacién se inhibe solo 30 %,) si se compara con la sensibilidad al CO, que
sc observa para la actividad de TMPD oxidasa asociada a la presencia de citocromos de lipo-a (a la
misma concentracién de CO se inhiben un 80%). La actividad de la oxidasa bo', tunbién es muy
resistente a KCN (el 50 % de inhibicién s¢ obtiene a 0.2 mM), de manera diferente al citocromo bo’
clasico presente en E. coli. Ademds, la oxidacion de citocromos b y ¢ v la actividad de NADH oxidasa,
presentes en la membrana de la mutante PYM 1, fueron inhibidas de manera paralela por KCN, sugiriendo
1a posibilidad de que un citocromo del tipo-¢, es el donador de electrones para la oxidasa presente en las
membranas de la mutante (Figura 4), a diferencia de lo que ocurre para el citocromo bo’ de E. coli, que
es una quinol oxidasa. Ademds, el hecho de que la actividad de NADH oxidasa, inhibida con HOQNO,
antimicina y mixotiazol (inhibidores de sitio I11), sea restaurada por adicion de TMPD solo o combinado

con ascorbato, sugiere que los electrones son donados a un citocromo ¢ que se encuentra despues del




quinol. Estos resultados contrastan con lo reportado por Lauraeus y Wikstrdm (43) quienes mencionan
que las quinol oxidasas aay y bd’ de B. subtilis 168 son fuertemente inhibidas por HOQNO y su
actividades no son restauradas por adicién de ascorbato/ TMPD. Los datos presentados sugieren que en la
cadena respiratoria de esta mutante cncontramos un citocromo bg; y un citocromo ¢, gue Son
componentes del camino que los electrones siguen hacia la enzima. Que un citocromo del tipo-c €s el
donador de electrones para la oxidasa presente en la mutante PYM/, fue comprobado cuando se realizd la
reaccion con oxigeno a temperaturas subcero, donde demostramos que un citocromo  tipo-g,
probablemente el € ssq, €5 €l donador de electrones para la oxidasa presenie en la mutante PYMI (Figura
14).

La mutante PYM, que se caracteriza por la ausencia de citocromos aa, y caa; en su cadena
respiratoria, expresa una oxidasa terminal cuya actividad no es limitante para permitir la oxidacién de
sustratos endégenos y permite la esporulacion a niveles cercanos a los obscrvados ¢n la cepa silvestre.
Los espectros diferenciales con CO muestran la presencia de una sola oxidasa cuyas caracteristicas
espectrales sugieren que se trata de un complejo CO-citocromo bo'. Esta idea se apoya con los datos
oblenidos en HPLC que indican la presencia de hemos del tipo B y O. Por otro lado, la idea inicial basada
en el andlisis espectral de la formacién de complejo con CO, de que B. cereus cepa silvestre tenia
citocromo bo’, no fue confirmada por ¢l andlisis de hemos de las membranas de esta cepa, donde se
observa solamente la presencia dc hemo B y hemo A. Este resultado cstd de acuerdo con lo reportado
anteriormente para B. subtilis 168, el cual contiene un citocromo de tipo b de 17 Kda, que reacciona con
CO, produciendo un complejo con caracterfsticas cspectrales semejantes a las del complejo de CO-
citocromo bo’. Este citocromo no contiene hemo O y no es una oxidasa (43).

Se ha postulado que la sintesis de hemo O en la familia Bacillaceae, ocurre solamente bajo
condiciones especiales, como en el bacilo P53 cuando imy restriccién en la concentracién de oxigeno
(87) 6 en mutantes afectadas en ¢l gen ctaA (91). Aunque nOSOUOS NO tenemos evidencia genética es
probable, de acuerdo al fenotipo de la mutante PYM1, que esta mutante sea el resultado de un
impedimento genético en ¢l Gltimo paso de la sintesis del hemo A. Una interrupcion en el gen ctaA en B.
subtilis, provoca una acumulacién de hemo O, como consecuencia de la falta de oxigenacién/oxidacion
del grupo lateral metilo en el carbono 8 del anillo pirrGlico 91

La presencia de un citocromo bo’ clasico en la familia Bacillacae es controvertida. Por

gjemplo Baines (6) y Sone (86) han reportado la purificacién de dos diferentes citocromos semejantes a la
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oxidasa bo’ purificados de la misma bacteria, ¢l bacilo PS3. Ambos citocromos muestran reactividad con
CO y oxidan citocromo ¢ exégeno a velocidades apreciables. Sin embargo, en ninguno de los dos se
examiné la presencia de hemo O asociado a las enzimas purificadas. Adn mds, Sone y Fujiwara (87) han
reportado para el mismo bacilo PS3, que en condiciones de crecimiento a baja tension de oxfgeno, el
citocromo o puede reemplazar al citocromo @; COMO CEniro catalftico en la oxidasa caa;, formando una
enzima promiscua: la oxidasa cao’.

Nosotros hemos detectado en las membranas de la mutante PYMI, la presencia de
cantidades normales de la subunidad COH del citocromo caay y de la subunidad IT del citocromo aa,
mientras que Ia subunidad COI de caa; y la subunidad 1 de aay sc encuentran en cantidades limitadas
(Figura 2). De acuerdo con estos resultados, aunque nosotros podamos identificar la presencia de hemo
O en nuestra mutante (Figura 3), la naturaleza de la oxidasa presente no estd definida y existe la
posibilidad de una sustitucién promiscua de hemo B y O en las apoproteinas de las oxidasas aay y/o
caa;.

No obstante, los resultados demuestran la presencia de un citocromo bo’, que puede ser reducido

por donadores de electrones {isiolégicos y no fisiolégicos (figura 3) y la forma reducida es reactiva a
CO, produciendo un complejo que tiene todas las caracteristicas espectrales de un complejo CO-
citocromo bo’ clésico, como ha sido descrito por Poole (63,65). Este complejo ¢s fotosensible (figura 8
B) y su espectro de fotodisociacién también estd de acuerdo con lo reportado por Poole (63,65). Al
hacer la fotodisociacién con concentraciones bajas de proteina y a baja temperatura, obtenemos un
parimetro descrito por Wood (g(y pico-y valle) / & (& pico-o. valle)) (103), que nos indica la presencia
de un hemo de alto spin formando parte del centro catélitico de la oxidasa. Después de la foldlisis a
temperaturas arriba de ~95°C en condiciones andxicas, el CO se reasocia con una cinética esperada de
primer orden y con un regreso simélrico a Ia basal, del valle 2 417 y el pico a 434 nm. El calculo del t
15 de resociacién fue de 4 veces mayor para el CO que el de la reaccién con oxigeno, a temperaturas
entre —95 a —100 °C; los resuliados estin de acuerdo con las cinéticas observadas para el citocromo bo’
de E. coli (63). En la citocromo ¢ oxidasa mitcondrial el citocromo a; reducido es el sitio de unién con
CO bajo condiciones fisiol6gicas, pero después de la fotdlisis a bajas temperaturas, el CO es transferido
wransitoriamente al CuB causando que su retorno al sitio catalitico sea lento (59). Espectroscopia de
infrarrojo ha dado evidencia directa de que ¢l CO se une al cobre en la citocromo oxidasa aa;, ¥ mas

recientemente hay evidencia de su uni6n en cl centro binuclear hemo-cobre del citocromo bo’ (59}. Por
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lo tanto la cinética a baja temperatura descrita para la oxidasa presente en la mutante PYM/ sugiere que
también hay un 4dtomo de cobre suficientemente cerca del hemo reactivo, que es el sitio de union
transitorio del CO después de la fotodisociacion a baja temperatura.

Aunque la capacidad de la oxidasa semejante a citocromo bo”  presente ¢n la mutante
PYM 1 para actuar como oxidasa terminal, no ha sido establecida usando el criterio clésico del especiro
fotoquimico de accién (13), este citocromo exhibe caracterfsticas que son criterios apropiados para ser
considerada como oxidasa terminal: forma un complejo con CO que es forodisociable, reacciona con
oxigeno formando intermediarios oxigenados, cataliza la oxidacién de citocromo ¢ dependiente de
oxigeno y tiene una alta afinidad por oxigeno.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacién de membranas la oxidasa presente
en la mutante PYM 1, podemos postularla como una citocromo ¢ oxidasa. Este resultado esta de
acuerdo con reportes previos en B. subtilis W23 (20) y en ¢l bacilo PS3 (6, 86), que postulan que es el
citocromo ¢ el donador de electrones para citocromo bo’ en la familia Bacillaceae. Apoyando este punto
de vista, nosotros observamos que en las membranas de la mutante PYMI, puede promoverse la
respiracion con solo ascorbato: esta actividad fue entre ¢l 70 y el 80 % de la que se muestra con la
mezcla de ascorbato/TMPD y del 30 % de la que se encuentra con NADH. La ausencia de bandas de
absorcion de otras oxidasas (aa;, caay o bd") en todos los espectros obtenidos y los resultados
observados al determinar la afinidad por oxigeno, nos lleva a concluir que csia oxidasa es la mayor o
Gnica oxidasa responsable de la respiracién en la mutante. Sin embargo no podemos climinar la
posibilidad de que se encuentren cantidades menores de alguna otra oxidasa, con un numero de
recambio muy alto (67).

La cinéticas de consumo de oxigeno obtenidas al utilizar la LHb como amortiguador 'y
monitor de oxigeno muestra la presencia de una sola oxidasa con una muy alia afintdad por
oxfgeno (Km= 8.3 nM). La utilizacion de globinas oxigenadas ha mostrado valores de Km en el rango
de sub-micromolar para citocromo bo’ (46 nM) (18) ybd" (16 nM) en L. coli (19). Reportes con otras
técnicas en PS3. en condiciones de baja aereacion (86), han mostrado una Km = 90 nM para citocromo
bhs y en Bradyrhizobium japonicum la Km para el citocromo cbb; es de 7 nM (41,68); la afinidad
reportada en csta tesis para la oxidasa presente en la mutante PYM! es de las més altas (Km=8.3 nM)

reportadas en la literatura.



Si analizamos juntos los resultados anteriores, es de llamar la atencién que a pesar de que la
concentracién de citocromo bo’ determinada en la mutante PYM1 (0.32 nmoles/mg), es mayor a la
concentracién de citocromos del tipo-a enconirada en la cepa silvestre (0.21 nmol/ing) (Tabla III), la
actividad de asc-TMPD oxidasa de la mutante PYMT (25 nAt0),/min/mg), es menor a la aclividad
correspondiente determinada en la cepa silvestre (60 nAtO/min/mg) (Tabla IT) . Ademds, la afinidad por
el oxfgeno de la oxidasa bo’presente en las membranas de la mutanie PYM1 es muy alla, en el rango de
10°M (Km=8.3 nM ), mientras que la afinidad de las oxidasas ipo-a presenles en las membranas de la
cepa silvestre estd en el rango de 10°M (Km=4 uM),

Proponemos, que la menor velocidad respiratoria determinada en las membranas de la
mutante PYMI, es un reflejo de la baja velocidad de reacci6n con ¢l oxigeno de la oxidasa bo’ presente
en las membranas de la mutante (T ,,, de asociacién =5min a ~90 °C,. La reaccién con el oxigeno de las
oxidasas del tipo-a presentes en las membranas de la cepa silvestre s Inds rapida (T Y2 aay=3 min; T Y2
caay= 1.5 min a - 90°C) (Tabla VI) y por lo tanto su respiracion es mayor. Este hecho no es extraio en
ia enzimologia, ya que las enzimas han evolucionado hacia una muy alta afinidad por O,, como se
determiné para la oxidasa presente en las membranas de la mutante PYM1'y el citocromo bd’ de E. coli;
0 hacia una alta velocidad respiratoria, como cs el caso de la oxidasa bd” de A. vinelandii (65,66). En
A. vinelandii el citocromo bd" presenta una baja afinidad por oxigeno (4.5 uM) y una de las mds alias
velocidades respiratorias reportadas. En E. coli, ¢l citocromo bd’ tiene una baja velocidad respiratoria,
pero presenta una muy alta afinidad por oxigeno {16 nM) (63,66)

Con los resultados presentados en esta tesis demostramos que en la mutante PYMI B.
cerens existe una oxidasa funcional, pertencciente a la familia hemo-cobre y conformada por hemos B y
O. Esta citocromo oxidasa bo’, €s una citocromo ¢ oxidasa, que recibe los electrones de un citocromo g,
¢l citocromo ¢ sso (Mr 14 Kda) (Esquema [V). Sin embargo, la naturaleza de esta oxidasa solumente podrd
ser determinada cuando sea purificada y se oblenga su secuencia amino terminal. Estamos trabajando en

su purificacién y caracterizacion.
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Esquema IV. Cadena Respiratoria de la mutante PYM/ de B. cereus.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados expuestos, la oxidasa cilocroino bo’, presente en la mutante de
Bucillus cereus PYMI, es una oxidasa con propiedades sorprendentes. A partir de los resultados
presentados podemos concluir 1o siguiente:

1. Su funcién de oxidasa fue comprobada por su capacidad para intercambiar ligandos (CO/Oy), formar
un intermediario oxigenado dicernible por espectroscopia y catalizar la reduccidn del oxigeno.

2 De Ia misma manera, las cinéticas de reasociacién con CO demuestran el centro bimetalico tipico,
compuesto por un Cu y un hemo de alto spin lo que nos indica su funcién de oxidasa y su pertenencia a
la familia de oxidasas hemo-cobre.

3. Los estudios de formacion de complejo con CO y los resultados con HPLC nos indican que esta
enzima carece de hemos tipo-a y basindonos en éstos resultados postulamos que i oxidasa esti formada
por hemos By O.

4. Una de las propiedades més importantes de la oxidasa presente en las membranas de la mutante FPYMI,
es su alta afinidad por oxigeno (Km= 8.3 nM), aGn mayor que la de los citocromos bo’ (Km= 46 nM) y
bd” (Km= 16 nM) de E. coli (18,19) y de las mds altas reportadas a la fecha..

5. Su resistencia a la inhibicién por KCN y CO la muestran como una oxidasa diferente al citocromo bo’
clasico que cncontramos en £ coli.

6. Otra diferencia muy importante con respecto a la citocromo bo™ de £, coli es que el donador de
electrones para esta oxidasa es un citocromo ¢, como lo demuestran los resultados obtenidos en el curso
temporal de oxidacion a temperaturas subcero, en los que observamos que la oxidacion de la citocromo
bo' de la mutante, es seguida por la oxidacién de un citocromo tipo ¢. Otro resultado que apoya la
participacion del citocromo ¢ como donador de electrones al citocromo bo, es el oblenido en la titulacion
con KCN de la oxidacién de citocromo ¢ y b, monitoreada espectroscépicamente. La oxidacion de ambaos
citocromos disminuye de manera paralela al aumentar la concentraci6n del inhibidor, sugiriendo que un
citocromo tipo ¢, que postulamos es el ¢ sso, es el donador de electrones al citocromo bo’.

7. En cuanto a la cadena respiratoria completa, en esta mutante determinamos que la actividad de NADH
oxidasa presenta una sensibilidad a antimicina y mixotiazol, semejante a ki que se observa en el bacilo
PS3. En este bacilo Sone (89) ha determinado la presencia de un complejo bey, con sensibilidad a

antimicina y mixotiazol cercana a la que presenta el complejo bef, cuya sensibilidad a estos inhibidores es
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menor que la del complejo bey cldsico. Este resultado sugiere la participacién de un complcjo be en la
cadena respiratoria de la mutante, lo cual apoya la participacién de un citocromo ¢ como donador de

electrones para su oxidasa.

8. En cuanto a la purificacién de Ia oxidasa citocromo bo’ presente en la mutante, una fraccion
semipurificada no muestra para pesos moleculares aparentes para sus subunidades, semejantes a tos que
se han reportado para la oxidasa bo’ de. E. coli, mieniras que éstos pesos moleculares si coinciden con los
pesos moleculares de las subunidades de \a oxidasa aa; de B. cereus cepa silvestre.

9 .Es muy interesante la presencia en las membranas de la mutante PYM! de B. cereus, de las
subunidades que conforman tanto la oxidasa a;, como la oxidasa caay. No sabemos si la oxidasa presenle
en la mutante PYM! es producto de un oper6n no descrito a la fecha 0 exista la posibilidad de una
sustitucién promiscua de los hemos B y O con las apoproteinas de las oxidasas tipo-a. Cualquiera de las
dos opciones podrian explicar las diferencias encontradas entre la oxidasa presenle en nuesiri mutante y
la oxidasa bo’ cldsica que se presenta en E. coli.

Para poder definir la naturaleza del citocromo bo’ presenic en la mutante PYM/ es
necesario purificar a la enzima. La purificacién s¢ ha hecho dificil, pero tenemos avances al respecto. Una
preparacién purificada de la enzima nos permitird obtener la secuencia amino terminal y determinar si
son las subunidades de las oxidasas aa, y caa; las que conforman a la proteina dando una enzima

promiscua o se trata de una nueva enzimi no descrita a la fecha.
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PERSPECTIVAS

Ser4 neceario completar la purificacion de la oxidasa bo” para poder secuenciar ¢l extremo
amino terminal, lo que nos dird sin lugar a dudas, si esta oxidasa es el resullado de un ensamble
promiscuo entre las apoproteinas de las oxidasas tipo-a_ y hemos tipo B y O. Serd nccesario obtener
preparaciones purificadas y activas para poder corroborar la funcion del citocromo ¢ como el donador
fisiolégico de electrones para la oxidasa presente en la mutante PYM 1. Faltaria también identificar y
obtener la relacién molar de hemos y metales asociados a esta oxidasa.

Es importante determinar si esta oxidasa es capaz de uanslocar protones y pard ello serd
necesario introducirla en liposomas y medir su capacidad para formar gradiente proton-motriz..

Sera interesante determinar si el ensamble promiscuo se estd dando con las subunidades de
la oxidasa aay, y/o con las subunidades de la oxidasa can; . De hecho sabemos que la mutante PYM!
expresa una oxidasa bo’ durante crecimiento vegetativo y durante 1a esporulacidn, en medio fermentable
(glucosa); sabemos que la cepa silvesire expresa Citocromo aa; en etpa vegelativa y cilocromo caa; en
etapa esporulante. Es probable que ambas enzimas pudieran formar complejos promiscuos con los hemos
B y O; nucvamente esta idea solo pucde ser comprobada con las enzimas purificadas.

Finalmente cabe preguntarse si ¢l ensamble promiscuo de las oxidasas a1y y caay con hemos
B y O pudiera tener un significado fisiolGgico o solo es una compensacion fisiologica que resulia de la
ausencia de hemo A. La sintesis de hemo A a partir de hemo O resulta de una reaccidn de
oxigenacién/oxidacion que desde kuego necesita de un ambiente aerdbico. Durante el crecimiento de la
cepa silvestre en condiciones microae6bicas hemos observado que desaparecen las oxidasas con hemo A
y se incrementan las sefiales espectroscopicas que presumen la presencia de citocromo bo’. Puesto que se
ha demostrado que existen falsos citocromos bo’_en B. subtilis cepa 168 (43) serd necesario probar
mediante HPLC que en B. cerens crecido en microaerofilia aparece un citocromo bo’ oxidasa resultado de
un ensamble promiscuo o induccién de un nuevo operdn. La sorprendente atinidad por 0; (Km= &.4 nM)
mostrada cn esta tesis, para ¢l citocromo bo” de PYM! hace atractiva la idea de que el citocromo bo’ en

B. cereus cepa silvestre solo se exprese en condiciones de microaerobiosis.
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