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RESUMEN 

I;:l complejo bc1 mitocondrial es una enzima multimérica que cataliza la 

transferencia de electrones entre el quinol y el citocromo e acoplada a la 

translocación de protones a través de la membrana interna de la mitocondria. 

Además de participar en la generación del gradiente electroquímico de 

protones para Ja síntesis de ATP, el complejo bc1 es uno de los principales 

sitios de producción de especies reactivas de oxígeno y participa en la cascada 

de señalización de la apoptosis. La reacción que permite la conservación de 

energía en este complejo ocurre en el sitio de oxidación de quino] (Q0 ), y 

consiste en la bifurcación de los dos electrones que dona el quino!, uno hacia 

el centro fierro-azufre, y el otro hacia el hemo bL del citocromo b. Las 

estructuras cristalográficas del complejo bc1 en presencia de inhibidores de la 

oxidación de quino! muestran que el sitio Q0 está conformado principalmente 

por residuos del citocromo b, sólo uno de los cuales (glutámico 272), es polar. 

Se ha propuesto que este residuo, junto con la histidina 161 de la proteína 

fierro-azufre, son esenciales para la unión del quino! a través de puentes de 

hidrógeno, y que ambos residuos participan en la oxidación del quinol al 

recibir los protones del sustrato. También se ha propuesto que la protonación 

de la histidina 161 asociada a la reducción de la proteína fierro-azufre 

estabiliza fuertemente a la semiquinona formada tras la transferencia del 

primer electrón del quinol, manteniendo reducida al centro fierro-azufre hasta 

que ocurre la oxidación de la semiquinona por parte del hemo bL. 

En este trabajo, se ha investigado la dependencia de la catálisis y la 

unión de ligandos (sustrato, producto e inhibidores) con respecto al estado de 

protonación del glutámico 272 del citocromo b y la histidina 161 de la 
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. proteína 'fierro..:.azufre, así COnlO con respecto al estado redox de esta última 

súbtfrliOad'en'eI·~c~triplejo bc1 aislado de corazón de bovino. Además, se han 

estudiad<:l;laS;b~es moleculares que confieren resistencia al mixotiazol, uno 

de : l~sginHibidores de la ox~dación de quino!, mediante la caracterización 

~~trJ~t4ral del citocromo b del protista Euglena gracilis . 

.. _ . .:.·· .· . Los resultados obtenidos indican que residuos protonables con pKa de 

5.2..:5.7 y 7.5 son los aceptores primarios de los protones provenientes de la 

oxidación del quino!. La protonación del residuo ácido incrementa 

fuertemente la afinidad hacia quinona, mientras que la saturación con quino! 

incrementa la afinidad de este residuo por el protón. Estos datos son 

consistentes con las propuestas de que el glutámico 272 del citocromo b 

establece un puente de hidrógeno con el ligando del sitio Q0 , y que este 

r~siduo se mueve hacia un canal acuoso cuando se desocupa dicho sitio. En 

.< • Contraste, la unión de quino! y de los inhibidores estigmatelina y mixotiazol, 

C.'. ~esultó ser independiente del estado de protonación del residuo con pKa de 7.5, 

, " -CJ.tie probablemente corresponde a la histidina 161 de la proteína fierro-azufre. 

La afinidad hacia quinona y estigmatelina se incrementó menos de dos veces 

al reducirse el centro fierro-azufre. Estos resultados descartan la posibilidad de 

una estabilización importante de los ligandos del sitio Q0 tras la reducción de 

la proteína fierro-azufre asociada a la formación de un puente de hidrógeno 

fuerte con la histidina 161. En consecuencia, la semiquinona formada tras la 

primera oxidación del quinol debe ser altamente inestable. 

Por otra parte, mientras que en el complejo bc1 de bovino tanto la 

estigmatelina como el mixotiazol actuaron como inhibidores fuertemente 

unidos compitiendo con el quinol y la quinona (Kd <5 nM), en el caso del 

complejo bc1 de mitocondrias de Euglena graci/is, sólo la estigmatelina 

presentó este tipo de inhibición. El mixotiazol, en cambio, fue un inhibidor 
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reversible (K¡ = 2 µM), aunque también competitivo. Esta inhibición anómala 

del mixotiazol sobre el complejo de E. gracilis parece estar asociados con 

diferencias estructurales del sitio Q0 , distintas a las que poseen los 

tripanosomátidos. Además, los tamaños que presentan tanto el citocromo b 

como la proteína fierro-azufre en este organismo parecen ser anómalos. 

TES1S CON 
FALLA DE ORIGEN 



SUMMARY 

Mitochondrial be1 complex is a multimeric enzyme which catal}'.zes 

electron transfer between quinol and cytochrome e coupled to proton 

translocation across the mner membrane of mitochondria. Besides 

participating in the generation of the electrochemical proton gradient that 

drives A TP synthesis, the be1 complex is one of the main sources of reactive 

oxygen species in the cell, and participates in apoptosis signalling cascarles. 

The reaction which allows energy conservation in this complex occurs in the 

quino] oxidation (Q0 ) site, where the two electrons from quino] are transferred 

in a bifurcated manner, one to the iron-sulfur center, and the second to heme 

bL of cytochrome b. Crystallographic structures of the be1 complex in the 

presence of inhibitors of quino] oxidation show that the Q0 site is formed 

mainly by cytochrome b residues, only one of which (glutamate 272) is polar. 

This residue, together with histidine 161 of the iron-sulfur protein, are 

proposed to be essential for binding of quino] through hydrogen bonding, and 

to participate in quino] oxidation as primary acceptors of protons from quinol. 

Protonation of histidine 161 u pon reduction of the iron-sulfur protein has also 

been proposed to strongly stabilize the semiquinone molecule formed after the 

first oxidation of quino], impeding the oxidation ofthe iron-sulfur cluster until 

semiquinone is oxidized by heme bL. 

In this work, catalysis and ligand (substrate, product and inhibitors) 

binding has been investigated with respect to the protonation state of 

glutamate 272 of cytochrome b and histidine 161 of the iron-sulfur protein, 

and upon reduction of this subunit in the purified bovine heart be1 complex. 

Moreover, the molecular basis of myxothiazol (an inhibitor of quinol 
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oxidation) resistance have been studied by characterizing structurally the 

cytochrome b from the protist Euglena graci/is. 

The present results indicate that protonatable residues with pKa values 

of 5.2-5.7 and 7.5 are primary proton acceptors in quinol oxidation. The 

protonation of the more acidic residue is favored by quinol saturation and 

greatly increases quinone binding. These data are in agreement with proposals 

that state that glutamate 272 of cytochrome b hydrogen-bonds to the Q0 site 

ligand, moving away towards a water channel when the Q0 site is emptied. In 

contrast, binding of quinol and of the inhibitors stigmatellin and myxothiazol 

was independent of the protonation state of the residue with pKa of 7.5, 

probably corresponding to histidine 161 of the iron-sulfur protein. These 

results discard the possibility of a strong stabilization of Q0 site ligands upon 

reduction of the iron-sulfur protein associated to a strong hydrogen bond with 

histidine 161. In consequence, semiquinone formed after the first oxidation of 

quinol must be highly unstable. 

In addition, while stigmatellin and myxothiazol bound tightly to the 

bovine bc1 complex in competition with quinone and quinol (Kd <5 nM), only 

stigmatellin presented this type of inhibition in the bc1 complex from Eug/ena 

gracilis mitochondria. Myxothiazol, in contrast, was a reversible inhibitor (K¡ 

= 2 µM), although the competitive binding persisted. The unusual properties 

of myxothiazol binding to the complex from Euglena is related to differences 

in the structure of the Q0 site not shared with trypanosomes. In addition, the 

molecular weights of cytochrome b and of the iron-sulfur protein in this 

organism seem to be abnormal. 

TES1S CON 
FALLA DE ORIGEN 



INDICE 

Pág. 

Capítulo 1. Estructura y función del complejo bci. 

1.1 Aspectos estructurales del complejo bc1 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 1 

1.2 Mecanismo de oxidación de quino! en el complejo bc1 ..................................... 4 

1.3 El complejo bc1 en el contexto de las cadenas ramificadas 

de organismos protistas ........................................................................................... 38 

Capítulo 2. Objetivos e hipótesis ........................................................................................ 54 

Capítulo 3. Resultados. 

3.1 Papel de grupos protonablcs del complejo bc1 de corazón de 

bovino en la unión y oxidación de quino l... .............................................................. 56 

3.2 La estigmatelina y el mixotiazol se unen fuertemente al 

sitio de oxidación de quino! (Q0), de manera independiente 

del estado redox de la proteína fierro-azufre ............................................................ 70 

3.3 Caracterización de la resistencia a mixotiazol en el 

complejo bc1 de Euglena gracilis ............................................................................ 114 

Capítulo 4. Discusión General ........................................................................................ ~ ... 136 

Capítulo 5. Conclusiones .................................................................................................... 142 

Capítulo 6. Perspectivas ..................................................................................................... 144 

Capítulo 7. Referencias ....................................................................................................... 147 

Capítulo 8. Apéndice ........................................................................................................... 151 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



CAPITULO! 

ESTRUCTURA Y FUNCION DEL COMPLEJO hc1 

1.1 Aspectos estructurales del complejo hc1• 

El complejo bc1 pertenece a una familia de enzimas multiméricas 

conocida como complejos de Citocromo be, caracterizados por la presencia de 

un citocromo con dos hemos de tipo B y una proteína con un centro de dos 

átomos de fierro y dos de azufre unidos a dos cisteínas y dos histidinas, 

denominado de tipo Rieske [l]. El complejo bci, presente en mitocondrias y 

en proteobacterias de la subdivisión alfa, contiene además un citocromo con 

un hemo de tipo C los cuales están unidos covalentemente a la proteína. El 

otro representante más importante de esta familia es el complejo bef, presente 

en cloroplastos y cianobacterias, el cual presenta la subunidad equivalente al 

citocromo tipo b dividido en dos polipéptidos, junto con un citocromo con 

hemo C que no está relacionado estructuralmente con el del complejo bc1• El 

citocromo b, la proteína fierro-azufre, y el citocromo c 1 son las únicas 

subunidades presentes en el complejo bc1 de a-proteobacterias como 

Paracoccus denitriflcans, Rhodospirillum rubrum y Rhodobacter capsulatus 

[1]. Por lo tanto, son las únicas que participan directamente en la actividad 

catalítica de este complejo. En algunas otras bacterias, como Rhodobacter 

sphaeroides y Rhodovulum sufidophilum, existe una subunidad adicional que 

participa en la estabilidad del complejo. En todos los eucariontes estudiados, 

el complejo bc1 contiene siete u ocho subunidades adicionales carentes de 

centros redox. Solo dos o tres de estas subunidades, llamadas core 

(estructurales), tienen actividad catalítica como parte de la maquinaria de 

procesamiento de precursores importados a la matriz mitocondrial. Las demás 
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subunidades participan en el ensamblaje de las proteínas core con el complejo 

be1 propiamente dicho, así como en su estabilidad [1]. 

Las estructuras de difracción de rayos X del complejo be1 de 

eucariontes [2-4] muestran que este complejo es un dímero funcional, en el 

que el dominio extramembranal de la proteína fierro-azufre de un monómero 

interactúa con el citocromo b del otro monómero (Figura 1) . 

. :;u 1 
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Figura l. Estructura cristalográfica del complejo bc1 de corazón de pollo. Se muestra el 

dímero de las nueve subunidades que consiguieron resolverse, cada una con distinto color. 

La posición aproximada de la membrana se representa como una barra gris. 

N~DIHO aa V11V~ 
N08 SISaiL 

2 



Por otra parte, la cristalización en presencia de diferentes inhibidores 

del complejo bc1, tales como la estigmatelina y el mixotiazol, permitió 

discernir diferentes estados conformacionales del dominio extramembranal de 

la proteína fierro-azufre (Figura 2). Esto condujo a proponer que el 

movimiento de la proteína fierro-azufre es importante para el mecanismo de 

los complejos del tipo be en general, como se detalla en la siguiente sección. 

b statc c 1 state 

,_ .. 

¡· 

I 

Figura 2. Diferentes estados conformacionales del dominio extramembranal de la 

proteína fierro-azufre. En el estado b, observado en presencia del inhibidor estigmatelina 

(azul claro), el dominio móvil de la proteína fierro-azufre (azul obscuro) se encuentra en 

contacto con el citocromo b (gris), mientras que en el estado ci, establece contacto con el 

citocromo c1 (amarillo). El segmento que une a dicho dominio con la hélice 

transmembranal de la proteína fierro-azufre (anaranjado) pasa de una estructura extendida a 

una alfa hélice durante esta transición. Los grupos hemo se muestran en rojo, el centro 

fierro-azufre en anaranjado, y una de las histidinas que unen al centro fierro-azufre en color 

verde. 
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1.2 Mecanismo de oxidación de quinol en el complejo bc1• 

La importancia de la primera reacción que ocurre en el complejo bc1 (la 

oxidación de quinol) se explica a detalle en el siguiente artículo de revisión 

que se encuentra en prensa en la revista Trends in Comparative Biochemstry 

and Physiology. 
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ABSTRACT 

The cytochrome bc1 complex is one ofthe enzymes that couples 

electron transfer to vectorial proton tran~location in energy-transducing 

biomembranes. It is also one ofthe main sources of reactive oxygen species in 

the cell, and an early target for apoptosis-inducing molecules. Energy 

conservation in this complex is made possible by the obliged bifurcation of the 

electrons derived from quinol oxidation. Different models have been proposed 

to explain the mechanism which ensures this electron bifurcation. Sorne of 

these models consider that two quinone molecules occupy the quino} oxidation 

(Qo) site, while others propase the movement of a single quinone within the 

two domains that comprise this site. Crystallographic structures and 

mutational studies have shown the existence of movement of the soluble 

domain ofthe iron-sulfur protein (ISP), modifying previou! models and 

generating new ones that assign to this movement a mechanistic role in 

electron bifurcation. In this review, the evidence supporting the different 

models of quino) oxidation in the bc1 complex is critically analyzed. 
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INTRODUCTION 

Cytochrome be1 complex is a multimeric enzyme found in the inner 

mitochondrial membrane of eukaryotes and in the plasma memt:>rane of many 

aerobic and photosynthetic bacteria. It catalyzes the electron transfer from 

quinol to ferrocytochrome e coupled to proton translocation. Therefore, this 

complex participates in the generation ofthe transmembrane electrochemical 

gradient that drives A TP synthesis in energy transducing membranes. In 

thylakoids, the be 1 complex homologue, the bJcomplex, participates in 

photodriven electron cycling. 

Dysfunction ofthe bc1 complex has severe consequences for aerobic 

organisms. In humans, several mitochondrial diseases, ranging from exercise 

intolerance to lethal encephalomyopathies, have been associated with specific 

mutations in the DNA sequence encoding cytochrome b, one ofthe subunits 

ofthis complex [1]. Moreover, the importance ofthe be1 complex in other 

cellular processes besides oxidative phosphorylation has become increasingly 

evident. The redox reaction catalyzed by this complex involving partially 

reduced semiquinone species is one of the major sources of reactive oxygen 

species, particularly superoxide anion [2,3]. The oxidative stress generated by 

this enzyme has been implicated in pathological processes such as cell aging 

[4] and ischaemia-reperfusion injury [5], and in physiological processes such 

as apoptosis [6]. In this last process, tumor necrosis factor a. increases the 

intracellular levels of ceramide, a lipid molecule that inhibits mitochondrial 

electron transfer at the level of the bc1 complex [7]. This inhibition may 

increase the levels of free radicals in the mitochondria, which in turn might 

facilitate the liberation of cytochrome e and other proapoptotic activators to 
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the cytosol [6]. Thus, the mechanism of quinol oxidation in the be1 complex is 

of central relevance in the overall energetic and physiological state ofthe cell. 

Three redox polypeptides comprise the minimal catalytic unit of the be1 

complex: cytochrome b (containing the bL and bH heme groups), cytochrome 

e 1 (with a c-type.heme, and the Rieske iron-sulfur protein, or ISP (with a 2Fe-

2S cluster). The pathway of electrons within these subunits is best explained 

by the modified Q-cyle [8] (Figure 1 ). The key reaction of this model is the 

bifurcation of electrons from quinol, one being transferred to ferrocytochrome 

e through a high redox potential chain (Fe-S cluster and heme c 1), whereas the 

other is used to re-reduce quinone through a low redox potential chain (bL and 

bH hemes) after two successive turnovers. Each quinol molecule oxidized in 

the Q0 site (near heme bL) releases two protons to the positive side ofthe 

membrane. Quinone is reduced in the Q¡ site next to heme bH by two electrons 

that move opposite to their electrical gradient, taking two protons from the 

negative side ofthe membrane. Thus, the bifurcation of electrons in the Q 0 

site allows the appearance of four positive charges in the positive side of the 

membrane for every pair of electrons transferred to ferrocytochrome c. 

The transfer of both quinol electrons to the high potential chain is about 

30 kJ/mol more favorable than their bifurcation; this is because the redox 

potential ofthe Fe-S cluster is over 300 mV more positive than the redox 

potential ofheme bL [9] (Table 1). However, this reaction does not occur even 

in oxidant-induced reduction conditions, when the low potential chain is 

blocked by inhibitors such as antimycin, and electron flow is only possible 

through the high potential segment [ 15]. Several attempts to explain the 

mechanism that allows the obligatory reduction ofthe heme bL group by the 

second electron from quinol have been proposed in the past decade. These 

models can be divided in those that emphasize the number and position of 
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quinone molecules in the Q0 site, and the proposals derived from structural 

information that assign an essential role to the movement ofthe soluble 

domain ofthe ISP. 

DOUBLE OCCUPANCY Qo SITE MODELS: A PROSTHETIC 

QUINO NE 

Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopic studies using 

bacteria] chromatophore membranes from Rhodobacter capsulatus have 

shown that the reduced ISP cluster is sensitive to the occupancy ofthe Qo site 

[ 16, 17]. The position of a characteristic signa] in the g" band of the EPR 

spectra varies depending on the amount of endogenous quinone found in the 

membranes: a trough obtained at 1.800 is shifted to 1. 783 after a partial 

extraction with organic solvents reduces the amount of quinones to about 2 per 

bc1 complex. This signa] is further moved to 1. 765 when more extensive 

extraction reduces the ratio to >0.1Q:bc1 [16]. These results have been 

interpreted as indicating the presence of two quinone species in the Q 0 si te, 

termed Qos (strongly bound) and Qow (weakly bound). In unextracted 

membranes, both quinones are present, giving rise to the 1.800 EPR signal. 

When quinone concentration is diminished, only Qos remains bound to the 

enzyme. This brings a change in the environment within the Q0 site, which 

affects the interaction between the remaining quinone and the ISP cluster, 

shifting its EPR signa! to 1. 783. Elimination of Qos yields an empty Q 0 si te 

and an unbound ISP cluster with a 1.765 signal. As the rate of quino! 

oxidation linearly correlates with the amount of Qos present, it has been 

suggested that this tightly bound quinone is not exchanged with the quinone 

pool, and hence it can be considered as a prosthetic quinone [17]. Qow would 
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then be the real substrate for the reaction, being rapidly exchanged with the 

quinone pool within the time scale of each tumover. Qos is proposed to be the 

species in contact with ISP, while Qow is supposed to occupy a domain closer 

to heme bL. This double volume within the Q0 site has been confirmed by the 

crystallographic structures [ 18-22]. The inhibitory moiety of stigmatellin and 

undecylhydroxybenzothiazole (UHDBT) occupy a volume from which a 

hydrogen bond is established between a carbonyl ofthe inhibitors and one of 

the ISP cluster ligating histidines. Methoxyacrylate (MOA) compounds and 

myxothiazol bind deeper into cytochrome b to a site not accessible to the 

solvent. Furthermore, MOA and excess diphenylamine (DPA) induce the 

shifting of the EPR signal of the ISP to 1. 783 [23,24], consistent with the 

explanation that they displace Qow but not Qos· 

Two models of quinol oxidation that incorporate the double occupancy 

assumption have been proposed: 

l. Sequential semiquinone barrier model [17] (Figure 2). The essential 

reaction is considered to be the transhydrogenation between quinones in the 

Qos and Qow domains. When the quinone pool is completely reduced, the 

catalytic cycle starts when quinol (QH2) in the Qos domain reduces the ISP 

cluster (reaction 1 ); the resulting Q0 s semiquinone (SQ) is converted back to 

QH2 by receiving one electron and one proton from the Q0 w quino} (reaction 

2), which as SQ reduces heme.bL (reaction 3). After the ISP and heme bL are 

oxidized (reaction 4), the Qow quinone can either be exchanged for QH2 from 

the membrane pool (reaction 5), retuming to the first condition ofthe cycle, or 

remain for the second oxidation. In this second possibility, Qos quino} reduces 

the ISP cluster (reaction 6) and the Q0 w receives the second electron from 

SQ(Qos) (reaction 7) to form a semiquinone which then .reduces heme bL 

(reaction 8). The resulting state has two quinones at b<;>th Qos and Qow 
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domains. The ISP and heme bL are oxidized (reaction 9), and Q0 w exchanges 

Q for QH2 from the pool (reaction 1 O). Finally, a transhydrogenation reaction 

results in a Qos quinol (reaction 11 ), closing the cycle. In the more realistic 

case where the Q pool is not completely reduced, the cycle starts from this 

Q(Qos)-QH2(Qow) state, and is driven exclusively by the transhydrogenation 

reaction, which together with the transfer of an electron from SQ(Qos) to 

Q(Qow) ensures the obligatory bifurcatión of electrons between the high and 

low redox potential components within the bc1 complex. 

2. Proton-gated charge-transfer model [25] (Figure 3 ). This mechanism 

considers that a transhydrogenation reaction between the two quinone 

occupants would require a very high reorganization barrier, and instead 

emphasizes the importance of deprotonation events and the pKA of one of the 

histidines ligating the ISP center. Starting from Q(Qos) and QH2(Q0 w), 

deprotonation of quinol to QH- is interpreted as being reponsible for most of 

the activation barrier [26]. As the second proton is released (reaction 1 ), a 

symproportionation step results in a double semiquinone intermediate 

(reaction 2). At this point, an ISP histidine stabilizes SQ(Qos) by donating a 

proton to SQ (which has a higher pKA), being left as an imidazolate anion 

(reaction 2). This SQ reduces the ISP cluster (reaction 3), while SQ(Qow) is 

oxidized by heme bL (reaction 4), followed by echange of Q for QH2 in the 

Qow position (reaction 5). There may exist the situation in which QH2 

occupies the Qow domain with heme bL still in the reduced state. In this case, 

it is assumed that the symproportionation step is prevented by an electrostatic 

interaction between heme bL and QH2{Qow) impeding the deprotonation of the 

substrate. As a result, QH2 cannot reduce the ISP until heme bL is oxidized, 

explaining the obligatory bifurcation of electrons in quinol oxidation. 

11 
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These models were proposed before crystal structures hinted to the 

possible role ofthe ISP movement away from the Q0 site in assuring the 

obliged electron bifurcation. However, they could accomodate this structural 

info~ation in their schemes without affecting key reactions [27], although the 

role of the ISP movement would only be to allow rapid electron transfer to 

cytochrome c 1• The electron bifurcation would be ensured by the mechanisms 

envisioned in each model. 

Severa] findings, however, are not compatible with the proposal of two 

quinones simultaneously occupying the Q 0 site: 

a) Quinol occupancy <loes not show two concentration-dependent EPR 

signals as occurs with quinone. Both unextracted and partially extracted 

membranes with the quinone pool fully reduced yield a 1. 777 gx signal, 

shifting to 1. 765 until quino] is completely extracted [ 16]. This would suggest 

that there is only one high affinity site for quinol. 

b) Crystallographic structures show a quinone molecule in the Qi si te 

but not in the Q0 site, as should be expected for a tightly-bound quinone [22]. 

e) High resolution crystal structures of cytochrome b show a narrow 

tunnel extending from the lipid phase to the bifurcated Q0 site [22]. 

Stigmatellin and myxothiazol densities overlap in this zone, and severa] 

functional studies have demonstrated that only one of these inhibitors can be 

present at a time in the Q0 site [28-30]. 

d) Mutations that confer resistance to stigmatellin or myxothiazol-MOA 

compounds, but not to both types of inhibitors, affect Qos and Q0 w in 

approximately the same degree [ 1 7]. 

e) MOA compounds inhibit bc1 complex activity in a noncompetitive 

manner [31]. The expected inhibition pattem should be a competitive one, 
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considering that, according to EPR studies, MOA displaces Qow (the substrate 

quinone) [24]. 

t) The nature of the 1. 783 EPR resonance may al so be interpreted as the 

average ofthe signals deriv~d from enzymes with a single quinone in the Q 0 

site and from those with an unoccupied site [32], oras two different binding 

modes of a single quinone [33]. However, simulations of the EPR spectra 

resulting from a mixture of fully occupied and empty enzymes concluded that 

the 1. 783 signal cannot be explained by the existence of a heterogeneous 

mixture of Q0 si tes with different occupancies [27]. Still, the gx band trough 

resulting from the interaction ofISP with the Q0 site occupants is subject to 

alterations in its position even from organic compounds that do not affect 

tumover rate, such as ethanol and glycerol [34]. This underlines the fact that 

these EPR signals are sensitive to subtle factors affecting the environment of 

the Q0 site, which could be modified after the quinone extraction procedure, 

raising doubts regarding the true cause of the 1. 783 resonance. 

A recent work using NMR techniques has found that two quinone 

molecules are displaced from the Q0 site when stigmatellin or myxothiazol are 

added to the bc1 complex containing proteoliposomes [35]. Molecular 

simulations used in this work showed that small displacements in the residues 

lining the narrow tunnel that leads to the Q0 site could allow the coexistence 

ofthe hydrophobic chains from two quinones. However, the concentration of 

quinone and inhibitors used in this study was in the millimolar range, causing 

unspecific binding effects. These results also contradict the evidence that 

MOA inhibitors displace only one ofthe quinones from the Qo site [23]. 

An interesting possibility has emerged from MOA binding studies using 

fluorescence quenching. These studies have found that only one MOA 

molecule binds each oxidized bc1 complex, while the stoichiometry increases 
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to two MOA molecules per complex when the enzyme is reduced with 

dithionite [36). It should be noted that EPR studies can only be performed 

when the ISP is reduced, and that the Q0 site could experience important 

redox driven changes not visible in the cystallogr~phic structures, which have 

solely been obtained from oxidized enzymes. This point is central to sorne of 

the models which emphasize different conformations ofthe ISP. 

CONFORMATIONAL CHANGE MODELS: MOLECULAR 

SWITCHES AND ISP DIFFUSION 

Several studies regarding ISP acessibility to protease cleavage [3 7), 

spectroscopic monitoring of b hemes positions [38], and inhibitor binding 

[39,40), suggested important conformational changes depending on the redox 

state of the bc1 complex. Afterwards, crystallographic evidence showed a 25Á 

and 60° shifting ofthe ISP soluble domain between the stigmatellin and 

myxothiazol-bound complexes [41], together with less dramatic differences in 

the cytochrome b residues lining the Q 0 si te and the docking si te of the ISP 

[22]. These recent structural data were accomodated in previous models, or 

generated new proposals, ali of which emphasize the importance of ISP 

movement. The main differences among these models are the causes and 

degree of constraint of this movement, together with the role of semiquinone 

in avoiding the energetical wasteful reduction ofthe high redox potential 

chain by the two electrons from quinol. Sorne ofthese models could 

incorporate the double occupancy assumption with minor modifications, 

whereas others require single occupancy of the Q0 site, especially those 

assigning a functional role to semiquinone. Ranging from a highly controlled 
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and constrained movement to a stochastic diffusion ofthe ISP hydrophilic 

domain, conformational change models are: 

1. Catalytic-switch model (Figure 4). In its earliest version [39], this 

model proposed two distinct confonnations of the Q0 si te, evidenced ~y two 

different affinities for MOA and naphthoquinone inhibitors which depended 

on the redox state of the ISP and cytochrome b. These two confonnations 

were termed "Fe-S state" and "b-state". In the first confonnation, the ISP 

cluster received the first electron from quinol, while in the second, this subunit 

was somehow disconnected from the Q0 site, preventing it from receiving the 

remaining electron from semiquinone. A modified scheme incorporating 

crystallographic data [9,42] names these two states as "b-position" and "c1-

position", describing the position the ISP extrinsic domain adopts in each of 

them. The model states that the ISP occupies the position closer to cytochrome 

b (and thus to the Q 0 site) only when both the ISP cluster and heme bL are 

oxidized. From this position, the cluster receives the first electron from quinol, 

switching then to the position near heme c1 (reaction 1 ), where it becomes 

reoxidized while heme bL receives the second electron (reaction 2). The ISP 

soluble domain return to the b-position is blocked as long as heme bL is 

reduced, switching back only after this heme is oxidized by heme bH (reaction 

3). This model could easily accomodate the double occupancy assumption 

[ 42], and Ieaves open the question of semiquinone accumulation or migration 

within the Q0 si te, which are pivotal to sorne of the following models. lt is not 

yet clear how the redox state of the ISP center and heme bL could induce these 

conformational movements; crystallographic structures of partially and fully 

reduced bc1 complex would be extremely useful in testing this model. 

An important argument against the redox control of the two defined 

positions considered in this model comes from EPR spectroscopy experiments 
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[ 16, 17]. As stated above, these studies can only be accomplished with the ISP 

center in the reduced state, when, according to the catalytic switch model, the 

ISP soluble domain should exclusively occupy the c 1 position away from the 

Q 0 site. Still, EPR signals from this reduced cluster are sensitive to Q0 site 

occupants such as quinol, .quinone, and inhibitors [16,23,24], requiring the ISP 

protein to be predominantly in the b position. 

2. Three-state model [ 18,43] (Figure 5). This mechanism adds a third 

position for the ISP head domain, termed the intermediate (Int) position, 

visible in crystals from bovine heart bc 1 complex in the absence of inhibitors. 

This position is proposed to be the one occupied by the ISP in a loase manner 

when the enzyme is oxidized and befare quinol binds to the Q 0 site [43], 

which would explain why other native crystals show a disordered ISP head 

domain [19]. Binding of quino( or its deprotonation to the anionic form (QH") 

by a protonatable group with a pKA of -6.5 is proposed to switch the ISP head 

to the b position (reaction 1), where it would be strongly stabilized by 

semiquinone after ISP cluster reduction (reaction 2). In this aspect, the three

state model incorporates the proton-gated affinity change mechanism [33], 

which proposes a strong interaction between reduced ISP cluster and 

semiquinone involving a strong hydrogen bond between SQ and histidine-161, 

one of the ligands of the ISP center. This residue appears to experience a 

drastic pKA change from 7.6 when the ISP cluster is oxidized to> 11 after it is 

reduced, stabilizing its bond with SQ through this increased affinity for the 

proton involved in hydrogen bonding. As the proton-gated affinity change 

mechanism was elaborated before crystal structures were available, it had to 

invoke a rise in the redox potential of the ISP reduced cluster of +250 m V 

with respect to its oxidized form in order to explain why the ISP is not 

reoxidized by cytochrome e¡ until SQ has been oxidized by heme bL. The 
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three-state model explains the obliged bifurcation without the need ofthis 

elevated redox potential because electron transfer between ISP in the b 

position and heme c 1 is impossible at the observed rates because ofthe 25 A 

distance that separates these groups in such conformation [27]. The model 

then propases that after electron transfer from SQ to heme bt, the reduced ISP 

cluster shifts to the c 1 position, while quinone probably occupies the Q0 site 

domain closer to heme bt corresponding to the Q0 w domain in double 

occupancy models (reaction 3). However, this scheme <loes not explain why 

the c 1 position is preferred at this point; perhaps quinone occupancy in the 

domain nearer to heme bt could stabilize this position. After ISP reduces 

cytochrome c 1 and quinone abandons the Q0 site (reaction 4), the ISP soluble 

domain returns to the "Int" position (reaction 5). 

There are three important objections to the three state model and the 

proton gated charge transfer mechanism: 

a) There are no detectable levels of SQ in the Q0 si te. Although an EPR 

signal attributed to this SQ was reported in membranes in conditions of 

oxidant-induced reduction [ 44], severa! studies have demonstrated that this 

signal it is not abolished by Q0 site inhibitors, showing that it corresponds to a 

semiquinone formed in another respiratory complex [ 45,46]. 

Thermodynamical considerations indicate that the concentration of 

semiquinone in the Q0 site during normal tumover would have to be very high 

to allow rapid electron transfer from a semiquinone in the distal domain to 

heme bt [47]. However, high levels ofEPR silent SQ could be present if a 

strong coupling exists between the spins ofthe unpaired electrons ofthe 

reduced ISP cluster and SQ, or if a coulombic effect (electrostatic interaction) 

exists between SQ and reduced heme bt in the oxidant-induced reduction 

experiments [22,33]. 
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b) The stabilization of the ISP in the b position by deprotonated 

ubiquinol and semiquinone rests on severa} lines of evidence. First, the pH 

dependence ofthe steady-state rate of the bovine bc1 complex was fitted to a 

pKA of 6.5 [26]. As the pKA values of the histidine ligands ofthe ISP cluster 

are 7.6 and 9.2 [12, 48, 49], the pKA of 6.5 was assigned toan unidentifled 

residue in cytochrome b. The activation energy decreased linearly as the pH 

was raised, with a slope corisistent with the assumption that a single 

deprotonation event constitued the activation barrier of the reaction [26]. 

These results were interpreted as indicating that quino! deprotonation by a 

cytochrome b residue was the rate-limiting step ofthe reaction, and that the 

anionic quino! was the real substrate for ISP reduction. However we have 

demonstrated [50] that the pH dependence of catalysis corresponds to a pKA 

value of 7.5 when the decrease of the redox potential of the ISP upon 

deprotonation of the cluster histidines is considered [12,48,49]. This indicates 

that the pKA value of 6.5 is not real, and that histidine-161 (and nota 

cytochrome b residue) ofthe ISP is probably the acceptor of the first proton 

from quinol. The finding that mutations in ISP residues that alter the redox 

potential ofthe Fe-S cluster also shift the pH profile of quinol oxidation [51] 

supports the conclusion that histidine-161 is responsible for quinol 

deprotonation. Furthermore, thermodymamical considerations suggest that 

electron transfer from quinol to the ISP cluster occurs simultaneously with the 

deprotonation ofubiquinol [51]. Finally, the pH dependence ofthe activation 

energy is not reproducible in the bacterial bc1 complex in single tumover 

experiments [ 4 7]. 

e) The displacement ofthe redox potential ofthe Fe-S cluster (250 mV 

more positive) in the presence of stigmatellin is supposed to indicate that this 

inhibitor binds tightly to the Q0 site only when the ISP is reduced [33]. As the 
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pKA value ofhistidine-161 rises from 7.6 to >11 upon reduction ofthe ISP 

cluster [48], the hydrogen bond between protonated histidine-161 and 

stigmatellin is considered as essential for the binding of this inhibitor and for 

fixing the ISP in the b position. If stigmatellin is considered as an analogue of 

semiquinone, then this intermediate would also establish a strong interaction 

with protonated histidine-161 upon reduction ofISP. However, stigmatellin 

binding to the Q0 site seems to be possible even when the ISP is oxidized [35] 

and is not dependent on pH [52]. Moreover, the more positive redox potential 

of the Fe-S cluster has been achieved by mutating the neck region of the ISP, 

fixing it in the b position [53]. This indicates that the efect of stigmatellin on 

the redox properties ofthe ISP are not dueto an exclusive binding when the 

Fe-S cluster is reduced or histidine-161 is protonated. Instead, it is a 

consequence ofthe electronic environment sensed by the Fe-S cluster when 

the ISP is docked at the cytochrome b interface. 

3. Fixed-loose state mode/ [54] (Figure 6). Based on their own crystal 

structures from bovine heart bc1 complex, Kim et al. [20] do not find the ISP 

soluble domain in a well defined position except in crystals soaked with 

stigmatellin or UHDBT, where the ISP appears fixed in the position nearest to 

the Q 0 site (the "b position" in the above models). Therefore, this mechanism 

proposes that quino! binding to the Q0 site brings the oxidized ISP to the fixed 

state (reaction 1), possibly through a conformational change in cytochrome b. 

ISP is reduced (reaction 2), and is released after heme bL oxidation (reaction 

3). The switch from the fixed to the loose state is caused either by 

semiquinone occupation ofthe domain proximal to heme bL, or by 

conformational changes caused by oxidation ofthis heme. In this loose state, 

the ISP head can approach cytochrome c 1 forming a transient complex not 

stabilized by any conformational or redox constraint, frorn which electron 
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transfer to heme c1 occurs (reaction 4). This model assumes single occupancy 

of the. Q0 si te. 

The three conformational change models described to this point vary in 

the degree of ~onformational influence of the Q0 si te occupant and/or the 

redox state of heme bL on the ISP movement. An important question concems 

the molecular link between the Q 0 site and the ISP head through which 

conformational changes can be sensed. Information coming from 

crystallographic structures is limited because ofthe need to extrapolate 

inhibitor-bound structures of oxidized bc1 complexes to infer the binding of 

quinol, semiquinone and quinone (not yet observed in the Q0 site of 

crystallized complexes), and their effect on ISP position. Although functional 

studies using ISP mutants have demonstrated that the mobility of the "neck" 

region connecting the ISP head with its membrane anchor is required for 

catalysis [55-57], this flexible segment does not establish contacts with any 

other subunit. In addition, the transmembrane anchor that is in contact with 

cytochrome b and c 1 shows no discernible changes in residue position when 

structures with different ISP head configurations are compared [58]. In 

contrast, sorne of the cytochrome b residues (Ile-147, Ile-269, Tyr-279 and 

Lys-288), which form part ofthe interface with the ISP head, experience 

changes in their position of up to 2.3 A when the fixed position structure 

(stigmatellin bound in the Q0 site) is compared to the loose structure from 

native or MOA-bound crystals [16,34,44]. Therefore, an interesting possibility 

is that this interface is the vehicle for transmitting the Q0 site state to the ISP 

soluble domain. 

4. Constrained dijfusion model [22,59] (Figure 7). In contrast with the 

three previous models, this mechanism does not postulate ISP positions 

stabilized by redox state or specific conformations. Considering ISP head 
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occupancies ofthe interfaces with cytochrome b and cytochrome c1 as seen in 

native and MOA-bound crystal structures, associaton constants have been 

calculated to be too small to justify fixed positions ofthe ISP soluble domain 

during the catalytic cycle [59]. This ~omain is thought to be stochastically 

moving between cytochrome b and c1, transiently establishing weak hydrogen 

bonds with residues in these subunits. Rapid reaction is possible by 

constraining the ISP head diffusion near to cytochrome b and c 1 through its 

anchoring to the rest of the complex, mantaining a high ISP head local 

concentration. The ISP position close to Q0 site, evidenced in stigmatellin 

[ 18,41,59] and to lesser extent, in UHDBT [20] containing crystals, is 

proposed to resemble a transient cyt b-QHi-ISP complex (reaction 1) from 

which reduction of the ISP cluster occurs (reaction 2). This ternary complex is 

not stabilized by conformational changes caused by QH2 binding ( contrary to 

the fixed-loose state model), but through a hydrogen bond between histidine-

161 ofISP in the deprotonated state and one of the hydroxyl groups of quino! 

[60]. This histidine is thought to be one of the protonatable residues affecting 

the ISP cluster midpoint redox potential, with a pKA of 7 .6 [ 12,48,49]. The 

exclusive binding ofthis histidine in the deprotonated state to form the ternary 

complex with QH2 in cytochrome b would lower its apparent pKA, and this 

could explain why the pH profile of quino} oxidation can be fitted using a 

lower pKA value of-6.5 when QH2 is saturating [47]. However, our analysis 

ofthe Qo site affinity towards quinol has shown that the binding of the 

substrate is not modified by the protonation state ofthe pKA = 7.5 residue 

which probably corresponds to histidine-161 [50]. Instead, this same work 

demonstrated that an acidic group with a pKA of 5.2-5.7 is very sensitive to 

quinol and quinone binding, suggesting that this residue corresponds to 

glutamate-272, which undergoes significant changes in position between 
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native and stigmatellin containing crystals [21]. This residue is probably 

implicated in proton transport from quino! to the positive side of the 

membrane through an aqueous channel. Therefore, the pKA value of 6.5 is not 

real, and arises from not considering the effect of the depr~tonation of 

histidine-161 on the redox potential ofthe Fe-S cluster in the pH dependence 

of catalysis [50]. 

According to the constrained diffusion model, the reduced ISP soluble 

domain would diffuse in a very short time scale (-25 ns) toward the 

cytochrome c 1 interface becoming reoxidized within 10 µs (reaction 3) and 

being able to diffuse back to the Q0 site [59]. The second reduction ofthe ISP 

center by semiquinone would be prevented by the shifting of SQ to the 

volume proximal to heme bL within the Q0 site (not accessible for the ISP), 

corresponding to the position occupied by MOA inhibitors (reaction 3). The 

movement of SQ to this volume would prevent reaction with oxygen to form 

damaging superoxide radicals and, according to electron transfer rate 

simulations, would allow rapid reduction of heme bL (reaction 4) even 

assuming a SQ concentration below EPR detection limits [47]. As SQ 

movement is essential for the obliged bifurcation of quino! electrons in this 

model, modifications in order to incorporate the double occupancy assumption 

are not possible. 

An important observation in crystal structures not explained by the 

constrained diffusion model is the lack of ISP occupancy at the b interface in 

MOA or myxothiazol containing crystals [20,59], which implies that 

occupancy of the Q0 site domain proximal to heme bL completely abolishes 

ISP head docking. Different native crystals present a highly variable ISP 

occupancy at the cytochrome b interface, ranging from 0.03 to 40% ofthe 

total ISP cluster electronic density, probably reflecting differences in crystal 
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contacts and crystallization procedure [59]. However, residues conforming the 

cytochrome b interface with ISP do not experience large-scale positional 

change when native and MOA-bound structures are compared, contrasting 

with the notable differences seen in the stigmatellin containing crystals [22, 

41]. Never.theless, Q0 site experiences an expansion in the proximal domain 

upon MOA binding, which could influence the association constant oflSP 

docking onto cytochrome b [41,59]. 

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES 

The main aspects in which existing models explaining quinol oxidation 

in the bc1 complex differ are quinone occupancy, semiquinone accumulation, 

and ISP soluble domain movement. Current crystallographic and mutational 

evidence is more consistent with the assumption that the Q0 site can be 

occupied by a single hydrophobic-tailed occupant at a time, although this is 

still a subject of debate. A freely diffusional movement of the extrinsic 

domain ofISP, with weak and transient binding at the cytochrome b and c 1 

interfaces is more probable than the existence ofhighly stable ISP positions 

switched through discrete conformational changes caused by electron transfer 

events. The redox state ofthe ISP and cytochrome b, together with the 

position of the quinol/semiquinone ligand ofthe Q0 site, could influence the 

conformation of the interface between these two subunits. This in turn could 

prevent the reduction ofthe ISP before heme bL has received an electron from 

semiquinone by impeding the interaction of ISP with the Q0 site. However, 

contradictory results have been obtained regarding the position preferentially 

occupied by the ISP in the reduced complex. Experimental evidence 

conceming semiquinone stability and the position from which this 
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intermediary reduces heme bL is still inconclusive, but any of these two 

mechanisms can readily explain the obliged electron bifurcation central for 

energy conservation in the be1 complex. Important information is expected to 

come from crystallographic structures of partially or completely rednced be1 

complexes, together with compet~tion studies between quinol/quinone and Qo 

si te inhibitors in different redox states of the enzyme. 
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Figure l. The Q-cycle [7]. Electron transfer steps through the redox centers are shown as 

thick black lines. Proton uptake or release is shown as hollow lines. See text for details. 
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Figure 2. Semiquinone barrier model [16, 17]. The reaction steps shown are: l) reduction 

ofISP cluster, 2) transhydrogenation from Qow to Qos, 3) reduction ofheme hL, 4) ISP 

cluster and heme hL oxidation, 5) exchange of Q for QH2 in the Qow si te, 6) ISP cluster 

reduction, 7) transhydrogenation from Qos to Qow, 8) heme bL reduction, 9) ISP cluster and 

heme hL oxidation, IO) exchange ofQ for QH2 in the Qow site, 11) double 

transhydrogenation from Qow to Qos. See text for details. 
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Figure 3. Proton-gated charge-transfer model. The steps of quino! oxidation in this 

mechanism are as follows: 1) QH2 deprotonation, 2) symproportionation, 3) ISP cluster and 

heme bL reduction, 4) ISP cluster and heme bL oxidation, 5) exchange of Q for QH2 in the 

Qow site. See text for details. Modified from reference 25. 
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Figure 4. Catalytic-switch model. The hollow and filled circles indicate oxidized and 

reduced redox centers, respectively. Reaction steps are: 1) ISP cluster reduction and shift 

from b- to c1- position, 2) reduction ofhemes bL and ci. 3) electron transfer from heme bL 

to heme bH and shift from c1- to b-position, 4) oxidation ofheme bH and c1• See text for 

details. Modified from reference 9. 

1 
TESIS CON t 

FALLA DE ORIGEN 1 

32 



lnt position 

ci-position 

Figure 5. Three-state model. Reaction steps are as follows: l) Quino! binding and 

deprotonation, ISP movement from the intermediate (Int) to the b position, 2) ISP reduction 

and semiquinone formation, 3) reduction ofheme bL, quinone movement to the proximal 

domain ofthe Qo site and ISP movement to the c1 position, 4) reduction ofheme bH and ci, 

5) oxidation of heme bH and c1. See text for discussion. Modified from references 19 and 

43. 
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Loose state Fixed state 

Figure 6. Fixed-loose state model. The four principal steps in this mechanism are: 1) 

quinol binding and ISP fixation, 2) ISP cluster and heme bL reduction, 3) electron transfer 

from heme bL to heme bH and release ofISP to the loose state, 4) oxidation of ISP cluster, 

heme c1 and heme bH. See text for further details. Modified from reference 54. 

TESIS CON 1 

FALLA DE ORIGEN 1 

34 



2e·, Q 

.. \, 
0 

Figure 7. Constrained diffusion model [22,59]. Except for the quinol-bound 

intennediary, the ISP soluble domain diffuses freely between cytochrome b and ct during 

the reaction steps shown: 1) quino! binding and fonnation oftransient ternary complex, 2) 

ISP cluster reduction and semiquinone movement to the proximal domain in Qo site, 3) 

reduction ofheme bL by the proximal semiquinone and reduction ofheme c1, 4) oxidation 

ofheme c1, bL and bH. See text for discussion. 
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Una importante conclusión de la revisión anterior es que, debido a que no 

ha sido posible determinar la posición del quino] o la quinona en el sitio Q0 a 

través de la cristalografía, se requieren estudios cinéticos que permitan 

determinar los siguientes puntos propuestos en los distintos modelos qe 

oxidaci9n de quino!: 

1) Si existen cambios de afinidad importantes en el sitio Q0 hacia el 

sustrato (quinol) y el producto (quinona) al variar el estado de protonación de 

la histidina 161 de la proteína fierro-azufre y del glutámico 272 del citocromo 

b, residuos que unen por puentes de hidrógeno a la estigmatelina. 

2) Si el estado desprotonado de estos residuos es necesario para que exista 

catálisis, Jo cual apoyaría su papel como aceptores primarios de protones. 

3) Si el estado redox de la proteína fierro-azufre estabiliza a los Iigandos 

del sitio Q0 , incluyendo a Ja estigmatelina, como proponen los mecanismos 

que sugieren que el intermediario de la oxidación de quino) es una 

semiquinona muy estable. 

1.3 El complejo bc1 en el contexto de las cadenas ramificadas de 

organismos protistas 

El estudio de las relaciones entre estructura y función complejo bc1 

adquiere mayor relevancia cuando se considera que en organismos protistas, 

varios de ellos parásitos del ser humano, esta enzima presenta características 

distintas a Ja de mamíferos. Estas diferencias estructurales se manifiestan 

como resistencia a Ja estigmatelina y/o al mixotiazol, y en algunos casos, 

como hipersensibilidad a análogos de algunos de estos inhibidores [5]. Así 

pues, el sitio de oxidación de quino] de varios protistas patógenos pudiera ser 

un blanco para el diseño racional de fármacos. Sin embargo, el flujo de 
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electrones en la cadena respiratoria de la mayoría de estos organismos no es 

lineal, como en mamíferos, sino ramificada. Esto implica la necesidad de 

bloquear varias enzimas simultáneamente para inhibir por completo la 

fosforilación oxidativa de estos organismos. Un resumen de la relación del 

complejo bc 1 con los demás complejos respiratorios en organismos protistas se 

presenta en el siguiente artículo de revisión, publicado en la ahora Revista de 

Educación Bioquímica. 
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CADENAS RESPIRATORIAS EN PROTISTAS 
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XVI, Tlalpan, México, D.F. 14080 México. Teléfono: SS73-29 l l ext.1298, Fax: SS73-0926; correo electróni
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RESUMEN 
Las mitocondrias de· la mayoría de)os protistas 
presentan cadenas respiratorias ramificadas en las 
que existe, además de la citocromo oxidasa; una 
quinol oxidasa tenninal alterna, al parecer homó
loga a la existente en plantas; pero.con un meca
nismo de activación mediado por nucleótidos mo
nofosfatados. Varios géneros presentan NADH 
deshidrogenasas no translocadoras de protones 
con su sitio activo hacia el citosol o hacia la matriz 
mitocondrial. En los tripanosomátidos y eugléni
dos, representantes de los primeros proti.stas con 
mitocondrias, se han encontrado evidencias de una 
quinol:citocromo e oxidorreductasa distinta del 
complejo be ; así como de una fumarato reductasa, 
ambas posiblemente específicas para rodoquinona. 
Estas complejas tedes de transporte de electrones, 
que en ,el caso eje protistas parásitos han sido obje
to de estudios con enfoque clínico, contrastan con 
las cadenas respiratorias lineares de los vertebra
dos superiores por tener varias enzímas que no 
participan en la generación de un gradiente elec
troquímico de protones. Su función parece ser el 
evitar la acumulación de equivalentes reductores 
bajo condiciones en las que la concentración de 
oxígeno y de sustratos oxidables es muy variable. 

PALABRAS CLAVE: Cadena respiratoria, pro
tistas, respiración resistente al cianuro, mitocon
dria. 

ABSTRACT 
Most protist mitochondria exhibit branched respi
ratory chains containing, besides cytochrome.oxi
dase, an alternative terminal quinol oxidase; ap
parently homologous to that of plants, but possess
ing an unique activation mechanism by nucleotide 
monophosphates. Several genera have non-elec
trogenic NADH dehydrogenases with thei,r active 
site facing either the cytosol or the mitochondrial 
matrix. In trypanosomatides and euglenids, repre
sentatives of the first mitochondriate eukaryotes, 

evidence has been found for a quinol:cytochrome 
e oxidoreductase different from the be 

1 
complex 

and for a fumarate reductase, both possibly spe
cific for rhodoquinone. These complex electron 
transfer networks, which have been studied for 
medical reasons in the case of p_arasite protists, 
differ sharply from the linear respiratory chains of 
superior vertebrates; having several enzymes not 
involved in generating an electrochemical proton 
gradient. Their function is probably to avoid the 
accumulation of reducing equivalents in conditions 
where oxygen and oxidizable substrate concentra
tions are highly variable. 

KEY WORDS: Respiratory chain, protists, 
cyanide-resistant respiration, mitochondria. 

INTRODUCCIÓN 
Las cadenas respiratorias mejor estudiada~ desde 
el punto de vista funcional y estructural son las de 
mitocondrias de vertebrados superiores. Estas po
seen cuátro complejos enzimáticos: la NADH des
hidrogenasa (NADH:ubiquinona oxidorreducta
sa), la succinato deshidrogenasa (succinato:ubi
quioona oxidorreductasa), el citocromo be1 (ubi
quinol:ferricitocromo e oxidorreductasa) y la cito
cromo oxidasa (ferrocitocromo e:ox.fgeno oxido
rreductasa); de los cuales sólo la succinato deshi
drogenasa no acopla su reacción redox al bombeo 
de protones. La primera transferencia de electro
nes se realiza desde el NADH intramitocondrial, el 
succinato, el glicerol-3-fosfato o el acil-coenzima 
A, hacia la ubiquinona por la correspondiente des
hidrogenasa. Desde el ubiquinol formado hasta el 
oxígeno, los electrones son transferidos por una 
sola ruta a través del complejo be1, el citocromo e 
y la citocromo oxidasa. En las mitocondrias de al
gunos tejidos, en particular de hígado, el NADH 
citosólico puede donar sus electrones a la cadena 
respiratoria por medio de la NADH:citocromo b5 
oxidorreductasa de la membrana externa mito
condrial y del citocromo b,encontrado en el espa-

/ 



BEB 19(4): 226-236 

ci~ interniembránal, el cual reduce al citocromo e 
( 1 ): Hay dos caractensticas notables de las cade
nas respiratorias en vertebrados: 1) Existen varias 
entradas posibles de electrones pero "Sólo una sali
da y 2) Toelos los ~lectrones pasan por al menos 
un complejo que acopla la oxidorreducción al 
bombeo de protones, por lo que la respiración está 
siempre acoplada a la generación de un gradiente 
electroquímico '13in importar cuál sea el sustrato 
oxidable (Fig. 1) . .'· 

Las cade.nas respiratc;rias de otros eucariontes, 
como las plantas y algunos hongos, no poseen las 
dos características antes mencionadas. Las mito
condrias de los protistas presentan las cadenas res
piratorias más complejas de todos los eucariontes 
por sus múltiples ramificaciones. El estudio de es
tas cadenas se basa principalmente en el uso de 
compuestos que inhiben específicamente a los dis-

Acll-COA 

Figura l. Cadena respiratoria mltocondrlal de mamífe
ros. Se muestran formando parte de la cadena a la glicerol-
3- fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y a la acil-cocnzima A 
deshidrogenasa (AcDH) junto COI! la flavoproteína trans
feridora de electronc;s (FfE), aunque estas enzimas se corisi
deran tradicionalmente como parte de otras vías metabólicas 
(glucólisis. y b-oxidación). Se omite la vía de oxidación de 
NADH citosólico para reducir al citocromo e por vía del 
citocromo b, por ser uria particularidad de los hepatocitos. 
Las demás enzimas e intermediarios del transporte electró
nico mostrados son: NADH de la matriz mitocondrial 
(NADHm), NADH deshidrogenasa sensible a rotenona 
(NDH), succinato deshidrogenasa (SDH), ubiquinona (UQ), 
complejo bc

1 
(bc

1
), citocromo e (cite), y citocromo e oxidasa 

(COX);.Con trazos grue$os se indica.la vía preferentemente 
usada; La translocaciólÍ de protones se seftala con flechas 
verticales gruesas. 
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tintos complejos respiratorios. Mientras que la res
piración en las mitocondrias de vertebrados es to
talmente abatida por compuestos como la rote
nona, la antimicina o el cianuro (inhibidores de la 
NADH deshidrogenasa, del complejo be1 y de .la 
citocromo oxidasa, respectivamente), en las mito
condrias de muchos protistas el consumo de oxí
geno se inhibe sólo de manera parcial en presencia 
de cualquiera de estos compuestos. Esto se debe a 
la presencia de otras enzimas que permiten a los 
electrones seguir vías alternas hasta el oxígeno o 
algún otro aceptar terminal. En particular las oxi
dasas terminales distintas de la citocromo oxidasa, 
resistentes al cianuro en protistas, se denominan · 
oxidasas alternas. Además, al encontrar una resis
tencia a la· antimicina en segmentos de la cadena 
respiratoria de algunos protistas. como el que va 
desde las deshidrogenasas hasta el citocromo e. se 
ha obtenido evidencia de que existen enzimas al
ternas al complejo be . Puesto que las enzimas de 
estas diferentes vías alternas no están presenteil"en 
mamíferos, se ha intentado diseñar y utilizar inhi
bidores específicos con la intención 'de combatir 
enfermedades causadas por protistas parásitos que 
tienen cadena alterna. Por otra parte; dentro de los 
protistas se encuentran representantes de los euca
riontes más primitivos, por lo que es interesante el 
estudio de las cadenas respiratorias en estos orga- . 
nismos desde el punto de· vista evolutiv~. 

El objetivo de esta reVisión es discutir los mo
delos propuestos para las 'cade~as respiratorias en 
los diferentes gtupós de protistas ~studiados, así 
como su posible función, relevancia clfuica e impli
caciones evolutivas. con especial énfasis en las di
ferencias que pre,entan'con respecto a la cadena 
respiratoria .de, lo!! Yerteb~dos:: . ,;· 

CADENAS RESPIRATORIAS DE PROTIS-
TAS PARÁSITO~ . 
l. APICOMPL~XA' , . . . . . : . 
La mayoría de· los ~srudios sobre·~ad~as respira
torias en'protistaS.se centra en aqiH:ll9ii·qué tiénen 
importancia mé~".!l• ya q*e ciertó~·f4i'triac0s pare..: 
ceo tener como úóo,de sus blancqs a ciertaS en
zimas mitocondriáles. En el caso''dii.Plasmodium 
falciparum, agente· causante <!e° ta· .Uáliuia, los es- . . 
tudios. sobre su ca~_ena re~piratoria;(~) :Se~ efec
tuado solámente en la etapa; asexúal' dél parásito 

'.en la que infec~ fos eÍitÍ'ocitos 'cJel'h_cispedero. Se 
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ignora si se expresan otras enzimas respiratorias 
en las demás e.tapas del ciclo de vida. La respira
ción de las células intactas de P. falciparum sin 
sustrato añadido es baja, siendo sólo del 10% con 
respecto a la de los glóbulos blancos, células que 
sirven de punto de comparación por estar bajo la 
inisma concentración de oxígeno Y. de sustratos 
oxidables que el parásito en la sangre. Sin embar
go, se ha comprobado la presencia de la succinato 
deshidrogenasa, del complejo be 1 y de la cito
cromo oxidasa, así como la formación de un gra
diente transmembranal de protónes. Aparentemen
te no existe una NADH deshidrogenasa que parti
cipe en el bombeo de protones, debido a la insensi
bilidad de la respiración a rotenona. 

Una característica notable es que un 25% de la 
respiración es resistente al cianuro, pero sensible a 
salicilhidroxamato (SHAM) y ·n-propilgalato (nPG). 
Estos dos compuestos son inhibidores específicos 
de la ubiquinol oxidasa terminal de plantas, enzi
ma que no participa en la generación del potencial 
transmembranal por ser incapaz de bombear pro
tones. Es de interés que esta respiración resistente 
a cianuro, no acoplada a la fosforilación, parece 
ser indispedsable para P.falciparum, ya que con
ceRtraciones inferiores a 10 µM de algunos deri
vá"os sustituidos de SHAM y nPG en el medio de 
cultivo inhiben el crecimiento del parásito a menos 
de la mitad. Se ha propuesto que, debido a su baja 
actividad, la función principal de la cadena respi
ratoria en P. fa/ciparum no es la producción de 
energía, sino el proveer una vía de salida para los 
electrones provenientes de reacciones de deshi
drogenación que forman parte de vías como la sín
tesis de pirimidinas. Sin embargo, no está clara la 
razón por la cual los inhibidores de la respiración 
resistente al cianuro son capaces por sí solos de 
detener el crecimiento del parásito en ausencia de 
algún otro inhibidor de la porción generadora de 
gradiente; al inhibir únicamente a la ubiquinol 
oxidasa alterna, los electrones deberían seguir li
bremente hasta el oxígeno por la citocromo oxi
dasa. Es posible que los derivados de SHAM y 
nPG inhiban otros procesos celulares extramito
condriales. La fuerte inhibición del crecimiento de 
P. falciparum a bajas concentraciones de nPG y 
sus derivados es de importancia clínica, ya que este 
compuesto es poco tóxico para el ser humano, al 
grado que se utiliza como aditivo para alimentos. 

·TESIS CON l 
FALLA DE ORIGE~j CoviánR 

Existe la posibilidad de tratar la malaria utilizando 
inhibidores de la oxidasa alterna en combjnación 
con la atovacuona, un análogo de la ubiquinona 
que actúa específicamente sobre el complejo bc1 
del parásito sin afectar el de los mamíferos (2). 

En cuanto a otros organismos del orden Api
complexa, también se ha encontrado respiración 
resistente al cianuro en Babesia bovis, aunque no 
así en Toxoplasma gondii, cuya velocidad de res
piración es además más elevada (2). Probablemen
te T. gondii tiene mayores requerimientos de ener
gía, por lo que su cadena respiratoria funciona, no 
solamente como una salida de electrones, sino 
principalmente para sostener la·síntesis de ATP, a 
diferencia de lo que ocurre en P. falciparum y B. 
bovis. 

2. CINETOPLASTIDA 
Este orden abarca a los organismos que poseen 
cinetoplastos, los cuales son mitocondrias con su 
DNA organizado en cadenas circulares entrelaza
das que le confieren a estos organelos una apa
riencia característica al observarse al microscopio. 
Dentro de este orden se han estudiado las cadenas 
respiratorias de Trypanosoma brucei, Trypano
soma cruzi, Crithidia fasciculata y Leishmania 
donovani. El caso de T. brucei es especial por ex
presar distintas enzimas respiratorias dependiendo 
de la parte del ciclo de vida en el que se encuentre 
(3). En la etapa de tripomastigote en el torrente 
sanguíneo, la mitocondria no presenta ningún com
plejo enzimático que contenga citocromos, sino 
únicamente una glicerol-3-fosfato:ubiquinona oxi
dorreductasa y una ubiquinol oxidasa sensible a 
SHAM (Fig. 2A). No existe bombeo de protones, 
por lo que todo el ATP sintetizado proviene de la 
glucólisis, siendo necesaria la regeneración conti
nua del NAD• a través de la lanzadera de glicerol-
3-fosfato. Por lo tanto, al inhibir a la ubiquinol 
oxidasa, la glucó!isis se detiene por acumulación 
de NADH, lo que sugiere que compuestos como 
el nPG podrían utilizarse de manera terapéutica 
contra T. brucei, así como se ha propuesto para 
combatir a P.falciparum. La ubiquinol oxidasa de 
T. brucei es más parecida a la encontrada en hon
gos como Neurospora crassa y Hansenula ano
mala que a las existentes en plantas, tanto en la 
secuencia de aminoácidos como en su punto iso
eléctrico (3). Por otra parte, en la etapa procíclica 
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se expresan la succinato deshidrogenasa, el com
plejo be 1 y la citocromo oxidasa, aunque la oxidasa 
sensible a SHAM sigue presente, ya que la respira
ción sigue siendo resistente entre un 5 y 10% al 
cianuro (4). 

Los demás cinetoplástidos estudiados presentan 
una cadena que contiene citocromos junto con la 
oxidasa resistente al cianuro durante todo su ciclo 
de vida (Fig. 2B), incluso en la etapa en la que 
viven en la sangre del hospedero mamífero, por lo 
que no dependen únicamente de la glucólisis para 
sintetizar ATP en esta etapa (5). Esto podría difi
cultar el uso de inhibidores de la oxidasa resistente 
al cianuro de manera terapéutica, pues la cadena 
respiratoria seguiría funcionando a través de la 
citocromo oxidasa. 

A 

Glicerol·J-fosfato--.. @--.. UQ --.. 5-+ 02 
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Figura 2. Cadena respiratoria de clnetoplástidos. (A) 
Trypanosoma brucei presenta en la etapa de tripomastigote 
una cadena con sólo dos enzimas: la glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa (G3PDH), y una oxidasa alterna (OA). (B) 
T. brucei presenta en la etapa procfclica, asf como los de
más cinetoplástidos durante todo su ciclo de vida, una ca
dena con múltiples ramificaciones. En esta cadena no exis
te NADH deshidrogenasa translocadora de protones; el 
NADH es oxidado por una deshidrogenasa insensible a 
rotenona (DH). Se ha propuesto que esta enzima reduce 
directamente al citocromo e, pero es más probable que esta 
reacción esté mediada por la rodoquinona (RQ) y por una 
citocromo e reductasa insensible a antimicina (CR). El 
fumarato puede ser como aceptor terminal de electrones en 
lugar del oxígeno a través de la actividad de una fumarato 
reductasa (FR) para formar succinato. El succinato es el 
sustrato principalmente oxidado en estas cadenas respira
torias, como se indica con flechas gruesas. Las demás abre
viaturas-se explican en la figura l. Las vías o componentes 
hipotéticos se indican con flechas o líneas punteadas, o con 
signo de interrogación. Para simplificar, se ha omitido la 
conexión entre la b-oxidación y la cadena respiratoria. 
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La oxidasa alterna en Leishmania parece no ser 
del tipo presente en las plantas, como la de Trypa
nosoma, ya que es insensible a SHAM, aunque se 
inhibe por concentraciones mi cromo lares de orto
hidroxidifenilo (6). Este compuesto inhibe las oxi
dasas resistentes al cianuro de parásitos plurice
lulares como Ascaris, aunque por sí solo es capaz 
de bloquear también la respiración sensible al cia
nuro, quedando claro que no es un inhibidor espe
cífico. Adicionalmente, el gen para la oxidasa del 
tipo de las plantas parece estar ausente en el geno
ma de L. donovani y L. mexicana, por lo que per
manece la interrogante sobre la identidad de la 
oxidasa alterna en este género (6). El ortohidro
xidifenilo pudiera ser potencialmente un agente 
terapéutico contra la leishmaniasis, aunque por su 
poca especificidad podría resultar tóxico para el 
hospedero. 

El sustrato preferencialmente oxidado por las 
mitocondrias de los cinetoplástidos es el succinato, 
el cual se forma a partir de la degradación de la 
prolina (muy activa en estos organismos) y della 
glucólisis; que se encuentra modificada de tal mo
do que el fosfoenolpiruvato se transforma a mala
to, el cual entra a la mitocondria para ser hidratado 
a fumarato; este a su vez se reduce a succinato (4). 
El complejo translocador de protones de la NADH 
deshidrogenasa está ausente ya que en todos los 
cinetoplástidos estudiados la respiración con este 
sustrato es insensible a la rotenona, mientras que 
en Crithidia fasciculata y Leishmania tarentolae 
no es posible detectar ningún ARN mensajero que 
corresponda a alguna de las subuoidades de este 
complejo (7). Los electrones que provienen del 
NADH pueden reducir el fumarato a succinato. El 
succinato puede ser reoxidado por la succinato 
deshidrogenasa o puede ser excretado al exterior 
de la célula en condiciones de baja concentración 
de oxígeno. De esta manera el fumarato es utilizado 
como aceptor final de electrones en lugar del oxíge
no, permitie~do que las vías metabólicas forma
doras de NADH no se detengan por la acumula
ción de su producto en condiciones anaerobias ( 4 ). 

Se desconocen las enzimas que intervienen en la 
transferencia de electrones entre el NADH y el 
fumarato en cinetoplástidos. Se ha propuesto la 
existencia de una NADH:fumarato oxidorreduc
tasa independiente_ de quinonas (6). Sin embargo, 



recientemente se ha caracterizado en eucariontes 
que resisten a la anaerobiosis, como helmintos pa
rásitos y mQluscos, una rodoquinol:fumarato oxi
dorreductasa llamada comúnmente fumarato re
ductasa la cual es una isoenzima de la succinato 
deshidrogenasa. La fumarato reductasa utiliza co
mo sustrato una quinona con un grupo amino en 
lugar del metóxido en la posición 3 de la ubi
quinona que le confiere un potencial redox de -63 
m V (la ubiquinona tiene un valor "e+ 1 OOm V) ha
ciendo termodinámicamente posible la reducción 
del fumarató (8). Se ha encontrado además una 
correlación estrecha entre la e~stencia de fuma
rato reductasa y la presencia de rodoquinona en 
Jos organismos pluricelulares mencionados. Sin 
embargo, en Trypanosoma rhodesiense, Crithidia 
fasciculata y Crithidia oncopelti se ha reportado 
únicamente la presencia de ubiquinona (9), por lo 
que no es posible af"mnar que la fumarato reduc
tasa exista en· cinetoplástidos. No se ha podido 
detemünar tampoco la identidad de la NADH des
hidrogenasa que reduce a la poza de quinonas ni 
su especifiddad hacia: la ubiquinona o la supuesta 
rodoquinona (Fig. 28). · 

En cinetoplástidos, el NADH es oxidado por 
fracciones enriquecidas de membranas totales, pe
ro no por ~élulas parcialmente permeabilizadas 
d'1nde las mitocondrias pennanecen intactas (el 
aislamiento de mitocondrias en estos organismos 
es técnicamente muy difícil), lo que indica que no 
existe una NADH deshidrogenasa externa como la 
que presentan las mitocondrias de plantas (6). En 
fracciones membranales se ha determinado que no 
todos los electrones del NADH se utilizan para la 
formación de succinato; ya que existe reducción 
de citocromo e al añadir este sustrato, incluso ma
yor a la que 'se encuentra con succinato en el caso 
de Leishmania. Esta actividad disminuye un 50% 
en T. brucei al añadir superóxido dismutasa o 
catalasa (4), por lo que se ha propuesto que hay 
formación de ~02 en el sitio activo de la fumarato 
reductasa en ausencia de su sustrato. Sin embar
go, la reducción de citocromo e dependiente de 
NADH existe aun en presencia de altas concentra
ciones de fumarato, por lo que parece ser una acti
vidad genuinamente enzimática. Además, la insen
sibilidad total de esta actividad a la antimicina, 
compuesto que bloquea casi por completo la acti
vidad de succinato:citocromo e oxidorreductasa, 
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indica la existencia de una enzima que cataliza la 
transferencia de electrones al citocromo e, distinta 
del complejo bc1• 

CADENAS RESPIRATORIAS EN PROTIS· 
TAS DE VIDA LIBRE 
l. EUGLENIDA 
En Euglena gracilis existen los cuatro complejos 
clásicos, junto con una NADH deshidrogenasa no 
sensible a rotenona que no trans]oca protones y 
cuyo sitio activo parece estar orientado hacia el 
citoso], como en las mitocondrias de plantas (10). 
Las mitocondrias de Euglena también son capaces 
de oxidar D- y L-lactato por medio de una enzima 
que no depende de NAD, y que por lo tanto no 
genera NADH (11). Con L-lactato, existe un 40% 
de respiración resistente a antinücina que sostiene 
el 25% de la velocidad de síntesis de ATP presente 
en ausencia de inhibidor (12). La actividad de re
ducción de citocromo sostenida por L-lactato es 
resistente en un 45% a la antimicina, lo cual indica 
que una fracción de los electrones Jlega a la cito
cromo oxidasa por una vía distinta a la del com
plejo bc1 (Fig. 3). Puesto que tanto la respiración 

Flpra 3. Cadena resplr•torfa de Eugk- .,,adlú. Esta 
cadena oxida L- y D- lactato a trav6s de una o dos lactato 
deshidrogenasas membranales independientes de NAD 
(LDH). La rodoquinona (RQ) posiblemente acepta parte de 
los electrones de estas enzimas y de las NADH deshidroge
nasas, en particular de la insensible a rotenona (DH), que 
oxida NADH citosólico (NADHc). La succinato deshidro
genasa (SDH) reduce exclusivamente a la ubiquinona (UQ). 
La fumarato reductasa (FR), la citocromo e reductasa in
sensible a antimicina (CR) y probablemente la oxidasa al
terna (OA) reciben electrones preferentemente del rodoqui
nol; mientras que el complejo bc

1 
oxida sólo al ubiquinol. 

Los demás símbolos se explican en las figuras previas. 
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como la reducción de citocromo e se inhiben alre
dedor del 85% por antimicina cuando el sustrato 
es succinato, parece ser que en E. gracilis existe, 
lo mismo que en cinetoplástidos, una quinol:cito
cromo e oxidorreductasa distinta del complejo be 

1 
posiblemente con mayor especificidad para rodo
quinol que para ubiquinol (Tabla 1). En las mito
condrias de E. gracilis la rodoquinona se encuen
tra en concentraciones equimolares con respecto a 
la ubiquinona (9). La participación de alguna de 
estas quinonas en la oxidación de lactato está apo
yada por los siguientes datos: 1) la reducción de 
citocromo e resistente a antimicina con L-lactato 
se inhibe por completo con mixotiazol o estigma
telina (compuestos que inhiben a enzimas que uti
lizan quinonas como sustrato) a concentraciones 
inferiores a 1 µM; 2) la localización de la L-lactato 
deshidrogenasa independiente de NAD parece ser 
membrana], como las de bacterias que reducen 
quinonas, ya que las partículas submitocondriales 
de E. gracilis también oxidan lactato y 3) la ex
tracción o destrucción parcial de las quinonas 
mitocondriales con solventes orgánicos o luz ultra
violeta inhibe la respiración y la reducción de 
citocromo e con L-lactato y succinato de modo 
semejante, siendo reactivadas al añadir quinonas 
sintéticas (12). La presencia de rodoquinona en 
este organismo, por otra parte, armoniza con el 
hallazgo de una actividad de fumarato reductasa 
como ocurre en los tripanosomátidos (8). 

, Las mitocondrias de Euglena también poseen un 
90% ~e respiración resistente al cianuro con D-
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actato, la cual disminuye a 40% con NADH y a 
menos del 10% con succinato (10, 11). Como ocu
rre en Leishmania (6), los inhibidores de la quinol 
oxidasa semejante a la de plantas como SHAM, 
nPG y disulfiram, sólo ejercen una inhibición par
cial sobre este componente respiratorio resistente 
al cianuro (13). No está claro si el sustrato de esta 
oxidasa es el ubiquinol o el rodoquinol, aunque la 
baja actividad de quinol oxidasa cuando se utilizan 
como sustratos análogos sint6ticos del ubiquinol 
favorece la segunda opción. Aunque la síntesis de 
ATP se abate por completo con cianuro; la cadena 
resistente al cianuro genera suficiente potencial 
transmenibranal, sensible a desacoplante, como 
para sostener Ja entrada de calcio a la mitocondria 
(11). Esto deja abierta Ja posibilidad de que esta 
oxidasa alterna también sea capaz de bombear 
protones, aunque a una velocidad baja que no per
mite la generación de un gradiente suficiente para 
sintetizar ATP. En las mitocondrias aisladas de c6-
Julas de E. gracilis cultivadas en presencia de 
succinato y antimicina o de etanol, esta actividad 
respiratoria resistente al cianuro es estimu~ada sie
te veces por AMP con succinato como-Sustrato, 
mas no así cuando las células ':Son cultivadas en 
succinato (sin antimicina) o glutamato y malato 
(14). La estimulación del componente resistente al 
cianuro por AMP depende tanto de las condicio
nes de cultivo como del sustrato oxidable ailadido 
a las mitocondrias aisladas, por lo que se ha suge
rido incluso que existen dos oxidasas alternas. Este 
efecto es atribuible en parte al ADP formado por 
la actividad de la adenilato cinasa al añadir AMP, 

TABLAI 

REDUCCIÓN DE CITOCROMO e Y RESPIRACIÓN RESISTENTE A ANTIMICINÁ 

ORGANISMO SUSTRATO REDUCCIÓN DE RESPIRACIÓN 
<:;ITOCROMO C RESISTENTE RBSISTBNTE A ANTIMICINA 

A ANllMICINA ('lli) ('lli) 

Trypanosoma brucei NADH 24-9Sª 100 
Trypanosoma cruzi NADH S0-100- 100 

Leishmania donovani NADH 87.S 80 
Euglena gracilis NADH 49 ' 30 
Euglena gracilis D-lactato SS 90 
Eug/ena gracilis L-lactato 4S 4S '--........ 

a: el valor inferior es en presencia de fumarato 



lo que se confirma por la sensibilidad parcial de 
esta activación hacia la oligomicina, compuesto 
que al inhibir a la ATP sintetasa impide. que la 
adenilato cinasa tenga ATP para transformar el 
AMP a ADP (11). De hecho, el ADP por sí solo 
estimula en igual grado que el AMP, aunque con 
menor afinidad. Sin embargo, el IMP es incluso 
ligeramente mejor activador, por lo que parece ser 
que la oxidasa alterna tiene una especificidad am
plia por varios nucleótidos. 

La identidad de esta oxidasa alterna se desco
noce, aunque se ha propuesto que pudiera ser un 
citocromo b cuya cantidad aumenta a la par que la 
resistencia al cianuro cuando se cultiva a las célu
las en presencia de este inhibidor (15). Existe la 
posibilidad de que esta oxidasa sea del tipo planta, 
a pesar de la falta de inhibición por SHAM, ya que 
se han aislado mutantes funcionales de esta enzi
ma en Arabidopsis thalliana que son resistentes a 
este compuesto (13). La capacidad de formar al 
menos cierto potencial transmembranal no es con
gruente con la presencia de una oxidasa alterna no 
electrogénica, aunque la estimulación por nucleó
tidos monofosfatados es característica de las oxi
dasas sensibles a SHAM en ciliados y amibas, que 
claramente son del tipo presente en las plantas, 
como se mo.:>trará más adelante. 

¡ 

l.a presencia de una fumarato reductasa, una 
quinol:citocromo c oxidorreductasa distinta del 
complejo bel' y de una quino! oxidasa resistente al 
cianuro tanto en cinetoplástidos como en euglé
nidos es relevante desde el punto de vista evoluti
vo, ya que ·estos dos órdenes constituyen uno de 
los linajes eucariontes más primitivos (16). Es ra
zonable suponer que estas dos enzimas de la cade
na alterna aparecieron junto con los primeros eu-
cariontes con mitocondrias. · 

2. CILIADOS 
Los estudios sobre las cadenas respiratorias en este 
grupo de protistas se refieren principalmente a 
Paramecium tetraurelia. En este organismo se ha 
identificado la presencia de la NADH deshidro
genasa generadora de gradiente de protones, así 
como de la succinato deshidrogenasa, el complejo 
bc1 y la citocromo oxidasa (17). Adicionalmente, 
se ha encontrado una respiración resistente al cia
nuro y sensible a SHAM, lo que indica la presencia 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

de una las plantas (17; 
Fig. 4). Esta vía alterna corresponde al 40-50% 
del consumo de oxígeno total en ausencia de ADP 
(estado 4) con piruvato y malato como sustrato, y 
del 15 al 20% en estado 3, incrementándose cinco 
veces al añadir A.MP. Aunque esta estimulación 
podría deberse a la formación de ADP por la acti
vidad de la adenilato cinasa, como ocurre en E. 
graci/is, se ha encontrado que en presencia de 
carboxiatractilósido (inhibidor del transporte de 
ADP a la matriz mitocondrial) o de EDTA como 
quelante del magnesio necesario para la actividad 
de la cinasa, sigue existiendo una estimulación de 
2.5 veces de la respiración resistente al cianuro con 
AMP. El GMP y el IMP también estimulan, aun
que solo un 65% con respecto al AMP. Estos re
sultados sugieren un efecto dit:ecto de'estos nu
cleótidos sobre la oxidasa alterna de Paramecium. 
Un análogo fotoactivable del AMP, el NAP4-AMP 
(3 ' -{ 4-[N-( 4-azido-2-nitrofenil)amino]butiril}
AMP), se comporta como un inhibidor competiti
vo de!ª estimulación de la respiración resistente al 

.... , ... -®"' fo'\ 
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Figura 4. Cadena respiratoria de ciliados (A) 1 de 
protlstas cercanos ftlogenitlcamente a plantas como 
Acanthamoeba castellanii y Chlamydomonas (B). En es
tos óltimos, las vías de entrada de los electrones provenien
tes del., NADH son múltiples, existiendo dos NADH 
deshidÍ'ogenasas insensibles a rotenona: una externa (DH 
ext) que oxida el NADH citosólico (NADHc) y otra interna 
(DH int) que utiliza el NADH de la matriz. El resto de los 
símbolos se explican en las figuras anteriores. 
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cianuro. Al incubar a las mitocondrias con este 
análogo marcado radiactivamente e irradiar con 
pulsos de luz, se marcan tres proteínas de masa 
molecular de 50, 35 y 30 kDa. Las dos últimas 
pierden la marca radiactiva al preincubar a las 
rnitocondrias con AMP, por lo que alguna de ellas 
probablemente corresponde a la oxidasa alterna 
(18). 

Debido al haUazgo de dos constantes de inhibi
ción para el cianuro y para SHAM, se ha propues
to l~ existencia de una tercera oxidasa terminal que 
se inhibe por ambos compuestos, relacionada con 
una disminución en la reducción de un citocromo 
b (18). Sin embargo, las dos constantes encontra
das para el cianuro son muy cercanas entre sí (10 y 
50 µM), por lo que pudiera corresponder en am
bos casos a la citocromo e oxidasa. La segunda 
constante para SHAM es tan alta (0.7 mM) que 
podría explicarse como un efecto inhibitorio ines
pecífico sobre cualquier enzima de la cadena res
piratoria; no necesariamente sobre una oxidasa ter
minal alterna. 

Otro ciliado estudiado es Tetrahymena pyrifor
mis, en cuya cadena respiratoria se encuentran los 
tres complejos generadores de gradiente además 
de la succinato deshidrogenasa. La citocromo e 
oxidasa tiene la particularidad de carecer de hemo 
A, ya que el máximo de absorción alrededor de los 
605 nm está ausente, presentando en su lugar un 
grupo hemo no identificado hasta el momenro que 
tiene su máximo de absorción en 620 nm (19). Las 
mitocondrias aisladas de este organismo son inca
paces de oxidar NADH citosólico y toda la activi
dad de reducción de citocromo e con sustratos 
generadores de NADH en la matriz, como el a
cetoglutarato, es totalmente sensible a rotenona. 
Esto indica que no existen otras NADH deshidro
genasas aparte de la clásica. Por otra parte, se ha 
reportado una considerable variación en la sensi
bilidad al cianuro entre distintas cepas de Tetrahy
mena, desconociéndose Ja naturaleza de la oxidasa 
terminal alterna. 

3. AMIBAS DE VIDA LIBRE Y CLOROFITAS 
Se ha caracterizado con detalle Ja cadena respira
toria mitocondrial de Ja ameba Acanthamoeba 
castellanii. Sobresalen sus semejanzas con la ca
dena mitocondrial de plantas al presentar, además 
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de Jos tres complejos enzimáticos electrogénicos y 
de Ja succinato deshidrogenasa, una NADH deshi
drogenasa externa; otra interna insensible a rote
nona (ambas sin actividad de bombeo de protones) 
y la quino) oxidasa alterna sensible a SHAM (Fig. 
4) Ja cual reacciona de manera cruzada con anti
cuerpos contra la oxidasa de plantas (20). Sin em
bargo, Ja respiración resistente al cianuro en A. 
castellanii es activada por AMP, GMP e IMP, 

·como ocurre en E. gracilis y en P. tetraurelia pero 
no en plantas, donde Ja oxidasa alterna es activada 
por oxoácidos como el piruvato. Esto sugiere que 
una gran-variedad de protistas poseen una quino) 
oxidasa del'tipo de las plantas con modificaciones 
que Je confieren- un mecanismo diferente de acti
vación. Por ejemplo, la respiración resistente al 
cianuro representa sólo un 10% del control en es
tado 3 en ausencia de nucleótidos monofosfatados, 
pero la adición de GMP Ja estimula ocho veces. 
Otra diferencia importante entre esta oxidasa al
terna y la de plantas radica en el estado de agrega
ción: experimentos de entrecruzamiento e identifi
cación con anticuerpos revelan que esta enziml\,es 
dimérica en plantas, pero monomérica en A. caste
llanii. Los mismos estudios sugieren que la oxida
sa alterna en este protista es una proteína de 35 
kDa. Aunque hay otros dos péptidos de 38 y 32 
kDa que también reaccionan con el anticuerpo 
contra la oxidasa de planta, sólo Ja de 35 kDa dis
minuye en su concentración junto con el porcenta
je de respiración insensible al cianuro a medida que 
el cultivo aumenta de edad (20). 

Dentro de Jos protistas fotosintéticos, única
mente algunas clorofitas se han estudiado con el 
fin de caracterizar sus cadenas respiratorias. El 
género mas estudiado es Chlamydomonas, en don
de, además de Jos cuatro complejos respiratorios 
clásicos, se ha identificado una quinol oxidasa re
sistente al cianuro que reacciona con anticuerpos 
contra Ja oxidasa alterna de plantas (21). En con
diciones normales de cultivo, el cianuro no tiene 
efecto inhibitorio sobre Ja velocidad de respiración 
sensible a SHAM medida en células intactas, in
cluso la estimula en un 40%; mientras que en au
sencia de cianuro, el SHAM tiene un efecto esti
mulatorio de casi 30% (22). Esto significa que Ja 
capacidad de consumo de oxígeno de ambas vías, 
clásica y alterna, es muy semejante, .por lo que al 
bloquear una de eJJas Ja otra puede alcanzar una 
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velocidad mayor que cuando ambas están funcio
nando y compitiendo por la poza de quino l. Resul
tados semejantes se han reportado para el género 
Chlorella. En este aspecto, las clorofitas parecen 
ser diferentes a los demás protistas, en donde la 
vía sensible al cianuro tiene una capacidad de cua
tro a diez veces superior a la de la vía alterna (Ta
bla m. Cuando Chlamydomonas se cultiva en pre
sencia de 2 a 5% de co2, la actividad' de la oxidasa 
alterna disminuye, pues la respiración resistente al 
cianuro es de solo el 10% del control. Por otra 
parte, aunque la resistencia al cianuro se ha encon
trado en otras clorofitas como Nitella y Dunalie
lla, no puede decirse que sea común para todas las 
algas verdes, ya que la respiración de Selenastrum 
minutum es totalmente sensible al cianuro. Por 
otra parte, se ha encontrado una actividad de 
NADH deshidrogenasa interna insensible a rote
nona (no electrogénica) en mutantes que carecen 
de las subunidades codificadas en la mitocondria 
de la deshidrogenasa translocadora de protones 
(23). Estas mutantes no son viables en ausencia de 
luz, lo que indica la incapacidad de esta vía alterna 
para sostener la síntesis de ATP. No es sorpren
dente la semejanza de los componentes respirato
rios de A. castellanii y Chlamydomonas con aque
llos de los Ofganismos fotosintéticos multicelulares 
. . 
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en vista de los estudios filogenéticos que sitúan a 
estos protistas cerca de la rama que conduce al 
reino de las plantas (16). Sin embargo, como se 
mencionó antes, la presencia de una oxidása ter
minal resistente al cianuro está extendida aún en 
protistas alejados filogenéticamente de las plantas, 
como los cinetoplástidos. 

CONCLUSIONES 
A diferencia de la llamada cadena respiratoria clá
sica de vertebrados, con su única oxidasa termi
nal; la gran mayoría de los protistas estudiados 
poseen cadenas respiratorias ramificadas en las 
que hay al menos dos vías para llegar al oxígeno. 
La vía alterna a la que pasa por la citocromo oxi
dasa se manifiesta por la respir~ción resistente al 
cianuro que existe aún en protistas parásitos como 
Plasmodium falciparum, en donde las funciones 
mitocondriales están muy reducidas y la respira
ción es muy baja. Existe evidencia de que es posi
ble inhibir el crecimiento de este parásito utilizan
do compuestos que actúan específicamente sobre 
la oxidasa resistente al cianuro. La misma estrate
gia podría utilizarse contra Trypanosoma brucei, 
organismo que en la etapa infectiva en el humano 
depende por completo de esta oxidasa alterna. En 
la mayoría de los protistas, las oxidasas terminales 

TABLAII 

RESPIRACIÓN RESISTENTE AL CIANURO EN PROTISTAS 

ORGANISMO 

Plasmodium falciparum 

Trypanosmo. brucei (etapa eritrocftica) 

Trypanosoma brucei (etapa procfclica) 

Trypanosoma cruzi 

leishmania donovani 

Euglena gracilis 

Paramecium tetraurelia 

Tetrahymena pyriformis 

Acanthamoeba castellanii 

Chlamydomonas spp. 

RESIS'IBNCIAAL 
CIANURO('I>) 

25 

100 

S-10 
5-10 

20 

10-90" 

15-20 

0-10 

10 

lOb-140 

a: dependiendo de las condiciones de cultivo y el sustrato 
b: en cultivos crecidos con 2-5% de C02 
N.D. no detenninado 

INHIBICIÓN 
PORSHAM 

Sf 

Sf 

Sf 

Sf 

No 

Parcial 

Sí 

N.D. 

Sf 

Sf 

BSTIMULACIÓNPOR 
AMPO GMP(VECES) 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

0-T 

s 
N.D. 

8 

N.D. 
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alternas son semejantes a las que existen en plan
tas, presentando la característica particular de ser 
estimuladas por nucle6tidos monofosfatados como 
AMP, GMP e IMP (Tabla 11). Por otra parte, exis
ten incluso aceptores alternativos de electrones, 
como el fumarato; así como enzimas que permiten 
"saltar" segmentos de la vía úpica, como la qui
no} :citocromo e oxidorreductasa distinta del com
plejo bc

1 
que al parecer existe en cinetoplástidos y 

E. gracilis (Tabla 1). Los segmentos de la cadena 
respiratoria que no participan en la generación de 
un gradiente de protones probablemente cumplen 
la función de mantener el flujo de electrones aun 
en condiciones donde existe suficiente ATP. Esto 
permite mantener oxidado el ambiente citosólico 
de manera que las reacciones metabólicas que acu
mulan equivalentes reductores no se detengan. 

La existencia de estas redes de transportes de 
electrones puede relacionarse con la necesidad que 
tienen estos organismos unicelulares de adaptarse 
a condiciones en las que la concentración de oxí
geno y sustratos es muy variable. Esto no ocurre 
en organismos pluricelulares en donde los cambios 
físicos y químicos en el seno de una estructura ais
lada del ambiente como un tejido u órgano están 
reducidos al mínimo. Esta idea se apoya en el he
cho de que las cadenas respiratorias de muchas 
bacterias y hongos unicelulares también son rami
ficadas y poseen múltiples aceptores, donadores e 
intermediarios del transporte de electrones. Inclu
so en el caso de organismos pluricelulares que vi
ven en ambientes cambiantes, como los moluscos 
de las zonas intermareales sometidos a periodos 
regulares de anoxia, las cadenas respiratorias po
seen ramificaciones que conducen a aceptores 
alternos como el fumarato. En sentido evolutivo,. 
las redes de transporte de electrones son una ca
racterística primitiva de los organismos, encon
trándose a partir de los procariontes. En cuanto a 
los primeros eucariontes, es válido suponer que 
tenían cadenas ramificadas semejantes a las des
critas para cinetoplástidos y euglénidos. Porlo tan
to, la cadena respiratoria clásica linear de euca
riontes superiores, que es la mejor caracterizada 
hasta el momento; es una excepción a lo que existe 
en la mayoría de los organismos y probablemente 
constituye una adaptación posterior al modo de 
vida pluricelular donde se mantiene constante el 
aporte de oxígeno a las células. 
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De acuerdo con esta revisión, la cadena respiratoria de Eug/ena graci/is 

presenta muchas similitudes con la de tripanosomátidos, con la ventaja de que 

Euglena puede cultivarse fácilmente por ser de vida libre. Además el 

aislamiento de las mitocoQdrias de este organismo es relativamente sencillo, 

obteniéndose altos rendimientos para la purificación de los complejos 

respiratorios en estado activo. 

El complejo bc1 de E. gracilis, así como el de tripanosomátidos, 

presenta resistencia al mixotiazol [5,6]. En el caso de los tripanosomas, se ha 

propuesto que los residuos involucrados en la resistencia a dicho compuesto 

son la treonina 137 y la serina 256 del citocromo b, los cuales corresponden a 

glicina y asparagina, respectivamente, en organismos sensibles al mixotiazol 

[5]. Adicionalmente, en los tripanosomátidos se ha reportado resistencia a 

estigmatelina, atribuyéndose esto a la sustitución de isoleucina por 

fenilalanina en la posición 14 7 del citocromo b, además de a las dos 

sustituciones ya mencionadas (Figura 3). 

Como puede observarse en la figura 3, los residuos en posición 137 y 

256 involucrados en la resistencia al mixotiazol en tripanosomátidos no se 

encuentran en contacto con el inhibidor. Esto implica que son importantes 

para la conformación global del sitio Q0 , o bien, que intervienen en la 

movilidad del dominio extramembranal de la proteína fierro-azufre. Esta 

segunda posibilidad está apoyada por simulaciones de dinámica molecular que 

sugieren que la proteína fierro-azufre debe desplazar un asa transmembranal 

compuesta por los residuos 263 al 268 del citocromo b para moverse hacia el 

citocromo c 1 [7]. Puesto que la estigmatelina estabiliza la conformación en 

que la proteína fierro-azufre está en contacto con el citocromo b, y el 

mixotiazol la desestabiliza, existe la posibilidad de que el movimiento de la 

proteína fierro-azufre se altere al substituir residuos que se encuentran cerca 
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de la base de la mencionada asa del citocromo b, como es el caso de los 

residuos en posición 137 y 256. Al alterar el movimiento de la proteína fierro

azufre, posiblemente se modifique la afinidad del sitio Q0 hacia la 

estigmatelina y el mixotiazol. Por lo tanto, la determinación de la cinética de 

unión de estos inhibidores en los sitios Q 0 modificados de Eug/ena (como 

modelo de los tripanosomátidos) es importante, no solo para el desarrollo de 

fármacos específicos contra tripanosomas, sino también para el entendimiento 

del efecto recíproco entre el movimiento de la proteína fierro-azufre y la 

afinidad hacia los ligandos de sitio de oxidación de quino!. 

\, 
l 
: 

/-~ 

Figura 3. Residuos del citocromo b cuya mutación induce resistencia a estigmatelina 

(naranja), a mixotiazol (amarillo) o a ambos inhibidores (verde). El mixotiazol se 

muestra en blanco (panel derecho) y Ja estigmatelina en azul (panel izquierdo). La proteína 

fierro-azufre se muestra como listones amarillos, mientras que el citocromo b como listones 

azules. Tomado de Ja referencia [8]. 
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Como puede observarse en la figura 3, los residuos en posición 137 y 

256 involucrados en la resistencia al mixotiazol en tripanosomátidos no se 

encuentran en contacto con el inhibidor. Esto implica que son importantes 

para la conformación global del sitio Q0 , o bien, que intervienen en la 

movilidad del dominio extramembranal de la proteína fierro-azufre. Esta 

segunda posibilidad está apoyada por simulaciones de dinámica molecular 

que sugieren que la proteína fierro-azufre debe desplazar un asa 

transmembranal compuesta por los residuos 263 al 268 del citocromo b 

para moverse hacia el citocromo c 1• Puesto que la estigmatelina estabiliza 

la conformación en que la proteína fierro-azufre está en contacto con el 

citocromo b, y el mixotiazol la desestabiliza, existe la posibilidad de que el 

movimiento de la proteína fierro-azufre se altere al substituir residuos que 

se encuentran cerca de la base de la mencionada asa del citocromo b, como 

es el caso de los residuos en posición 137 y 256. Al alterar el movimiento 

de la proteína fierro-azufre, posiblemente se modifique la afinidad del sitio 

Q 0 hacia la estigmatelina y el mixotiazol. Por lo tanto, la determinación de 

la cinética de unión de estos inhibidores en los sitios Q 0 modificados de 

Euglena (como modelo de los tripanosomátidos) es importante, no solo 

para el desarrollo de fármacos específicos contra tripanosomas, sino 

también para el entendimitmto del efecto recíproco entre el movimiento de 

la proteína fierro-azufre y la afinidad hacia los ligandos de sitio de 

oxidación de quinol. 
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CAPITUL02 

OBJETIVO E HIPÓTESIS DEL PROYECTO 

2.1 Objetivo General 

Establecer el papel de residuos protonables y apolares, asi como del estado 

redox de la proteína fierro-azufre, en la unión y catálisis de ligandos en el 

sitio de oxidación de quinol del complejo be1 mitocondrial. Conocer lás 

diferencias estructurales que determinan la resistencia a inhibidores en el 

complejo be1 de Euglena graeilis. 

2.2 Objetivos Particulares 

a) Determinar los cambios en la afinidad hacia el quinol y la quinona 

producidos al variar el estado de protonación de la histidina 161 de la 

proteína fierro-azufre y del glutámico 272 del citocromo b. 

b) Determinar el efecto del estado de protonación de estos residuos 

sobre la velocidad de oxidación del quinol. 

c) Calcular las constantes de velocidad de unión de inhibidores 

fuertemente unidos del sitio Q 0 en función del estado redox de la 

proteína fierro-azufre y del estado de protonación de la histidina 161. 

d) Determinar el tipo de inhibición que ejercen estos inhibidores con 

respecto a la unión de sustrato y producto. 

e) Caracterizar el tipo de inhibición que ejercen la estigmatelina y el 

mixotiazol en el complejo be1 atípico de Eug/ena gracilis. 

f) Correlacionar la resistencia hacia la estigmatelina y/o hacia el 

mixotiazol en el complejo be1 de E.gracilis con la estructura del 

citocromo b y la proteína fierro-azufre. 
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2.3 Hipótesis 

Los residuos protonables del sitio Q0 , en particular la histidina 161 de la 

proteína fierro-azufre y el glutámico 272 del citocromo b, son esenciales 

para la oxidación del quino!. Sin embargo, la unión de sustrato, producto e 

inhibidores depende a mayor grado de la conformación global del sitio Q0 

determinada por otros residuos del citocromo b y por la posición del 

dominio extramembranal de la proteína fierro-azufre. La resistencia a 

inhibidores en el complejo bc1 de Eug/ena gracilis se debe a sustituciones 

smilares a las encontradas en el citocromo b de tripanosomátidos. 
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CAPITUL03 

RESULTADOS 

3.1 Papel de grupos protonables del complejo bc1 de corazón de bovino 

en la unión y oxidación de quinol 

En este trabajo obtuvimos por primera vez evidencia cinética de que 

la histidina 161 de la proteína fierro-azufre y el glutámico 272 del 

citocromo b son los aceptores primarios de los protones donados por el 

quinol al ser oxidado, lo cual había sido propuesto anteriormente sólo en 

base a las estructuras cristalográficas del complejo bc1 en presencia de 

estigmatelina. 

Tras determinar la actividad del complejo purificado de bovino 

variando el pH y la concentración de sustrato, los datos se ajustaron a una 

ecuación en la que se considera la disminución de la catálisis al disminuir 

el potencial redox de la proteína fierro-azufre debido a la desprotonación de 

las dos histidinas que unen al centro metálico de esta subunidad. El modelo 

utilizado consideraba también que la desprotonación de una de estas 

histidinas (la 161) favorecía la catálisis al recibir uno de los protones del 

quinol. El ajuste de los datos a la ecuación resultón en un pK. de 7.5, muy 

semejante al reportado por métodos electroquímicos para la histidina 161 

(7.6-7.7). Se concluyó además que los datos se ajustaban mejor a una 

ecuación que implicaba a un grupo protonable adicional con un pKa de 

entre 5.2 y 5.7, cuya protonación inhibía por completo la actividad 

enzimática. Puesto que la protonación de este residuo incrementó la 

afinidad del complejo bc1 por la quinona más de 20 veces, es probable que 

este residuo sea el glutámico 272 del citocromo b, el cual forma un puente 

de hidrógeno con un hidroxilo de la estigmatelina según las estructuras 

cristalográficas. La protonación de este grupo también incrementó la 
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afinidad hacia quinol unas 3 veces. Esto se interpretó como un incremento 

en la afinidad del glutámico 272 hacia el protón cuando el quinol ocupa el 

sitio Q0 • Esto es consistente con los estudios de difracción de rayos X que 

muestran que el glutámico 272 cambia su orientación desde un canal de 

agua (cuando la enzima no tiene ligando) hacia el dominio hidrofóbico 

donde se une la estigmatelina (en presencia de este inhibidor).Este cambio 

de un ambiente polar a u~o apolar debería de reflejarse como un cambio 

hacia un pKa mayor, como observamos para el residuo con pK0 de 5.2-5.7. 

Aunque nuestros resultados apuntaron hacia un papel importante de 

la histidina 161 de la proteína fierro-azufre en la oxidación de quino!, el 

estado de protonación de este residuo no tuvo efecto sobre la afinidad hacia 

el quinol. Sorpresivamente, la desprotonación de este residuo incrementó la 

afinidad hacia la quinona en casi tres veces, lo cual no puede deberse a la 

formación de un puente de hidrógeno. Por lo tanto, la unión del sustrato y 

el producto dependen mayormente de la conformación del sitio Q0 , 

determinada principalmente por residuos hidrofóbicos del citocromo b, y 

de la interacción con el glutámico 272 (en especial en el caso de la 

quinona). Además, la conformación de la proteína fierro-azufre parece 

variar en función del estado de protonación de las histidinas que unen al 

centro redox, lo cual puede influir en la conformación del sitio Q0 a través 

de la interacción que transitoriamente establece el dominio extramembranal 

de la proteína fierro-azufre con el citocromo b. 

Este trabajo se publicó en el European Journal of Biochemistry, y se 

reproduce a continuación. 
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Role of protonatable groups of bovine heart bc1 complex in ubiquinol 
binding and oxidation 

Raúl Covián and Rafael Moreno-Sánchez 
Depcirtmncntu de Biuquímku. lllstilulu Nudwm/ ele Canliulogíu, Méxka 

The pH dependence of the initial reaction rate calalyzed by 
the isolated bovine heart ubiquinol-cytochrome e reductnse 
(i>c 1 complex) varying decylbenzoquinol (DBH) and 
decylbenzoquinone (DB) concentrarions was delermined. 
The affinity for DBH was increased lhreefold by lhe 
pro1onation of a group wilh pK,. = 5.7 :!: 0.2, while lhe 
inhibition constan! (K1) for DB decreased 22 and 2.8 limes 
when groups wilh pK, = 5.2 :!: 0.6 and 7.7 :!: 0.2, 
respectively, were protonutec.I. This suggests stubilizution 
of lhe prolonaled form of lhe acidic group by DBH binding. 
lnilial rates were best fitted to u kinelic model involving 
threc prolonaluble groups. The protonation of the pK. - 5.7 
group blocked cmalysis, indicming its role in proton lransfer. 
The kinelic model assumed that the deprotonalion of two 

The cytochrome bc1 complex catalyzes electron lransfer 
from ubiquinol lo cytochrome e coupled to prolon 
translocalion. In the Q-cycle mechanism [ I]. the two 
eleclrons derived from ubiquinol oxidation in 1he Q 0 site 
follow differem routes within 1he complex. One electron is 
tmnsferred to cytochrome e through the Fe-S cluster of the 
Rieske protein und lhe heme group of cylochrome e,. while 
the second electron reduces a ubiquinone molecule in the Q1 
sile after reduction of hemes hL and h,. of cytochrome b. 
Crystallographic slructures (2-5] show that al least 14 
resitlues in the Q 0 site establish inlernctions with stigma· 
tellin. an inhibitor of ubiquinol oxidation that is supposed 
to occupy lhe posilion where ubiquinol binds, and thut 
stnbilizes 1he soluble domain of the Rieske protein in a 
position where 1he Fe-S cluster is close to the inhibitor. 
His 161 of the Rieske prolein and Glu272 of cytochrome b 
are the only residues 1hat establish hydrogen bonds with 
stigmatellin. By structural annlogy, His161 and Glu272 have 
been proposcd to also bind ubiquinol, accepting the 1wo 
prolons released from substrate oxidation [6]. 

His 161. toge1her wilh His 141, nre lignnds of the Fe-S 
cluster and are localed in lhe tip of the Rieske protein. The 
pH dependence of lhe Fe-S clusler redox midpoint polential 
involves two groups with pK,, values of = 7 .6 and 9.2, which 

Correspondtncr to R. Covián. Depnrtnmcn10 de Bioquímica. hulituto 
Nacional de Cardiología, Juan Badiana 1. Col. Sección XVT. 11alpan 
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MOA, methoxyacl)'hlfc. 
E~ymts: ubiqulnol-cylochmme e rcducu&Je (EC J.10.2.2). 
(Receivcd 23 Muy :?001. rcvised 5 September 2001, accep'ed 
l 7 Seplcmber 2001) 

groups (pK. values of 7 .5 :!: 0.03 and ""9.2) decreases the 
calalytic rale by diminishing the redox polential of the iron
sulfur (Fe-S) cluster. Tpe prolonation of 1he pK. = 7.5 
group also decreased lhe reaclion rate by 80-86%, 
suggesting ils role as acceptor of a proton from ubiquinol. 
The lack of eft'ect on the Km for DBH when the pK. 7.5-7.7 
group is deprotonated suggests lhat hydrogen bonding to 
this residue is not 1he main factor lhat determines subslrate 
binding to the Q0 site. The possible relationship of rhe pK. 
5.2-5.7 and pK. 7.5-7.7 groups with Glu272 of cylo
chrome b und Hisl61 ofthe Fc-S protein is discussed. 

Keywords: cytochrome be 1 complex; protun trunsfer; 
ubiquinol; Q0 site. 

nre probably Hisl61 and Hisl41. respectively [7,8]. Sleady 
state mensurements of the rate of ubiquinol-cyrochrome e 
reduction nt different pH values in yeast and bovine heart 
be, complex (9], and in lhe chloroplaSI counterpart, thc bbf 
complex [ 1 O], have revealed that the protonation of a group 
wilh a pK. value of - 6.5 abolishcs thc reaction. Prc·steady 
stnte determination of the rate of ubiquinol oxidation in lhe 
be1 complex from Rlwdobacter spliaeroides yielded a 
similar pH profile [ 11 ]. indicating lhnt the residue wilh the 
pK, value of 6.5 belongs lo the Q0 si1e. To explain lhe last 
results, one proposal stales thal Hisl61 is s1abilized in its 
deprotonaled form by hydrogen bonding to one of the 
hydroxyl groups of ubiquinol [ 11 ]. In this mechanism, 
Hisl61 would have an npparent pK0 value of 6.5 al 
saturating ubiquinol conccntrations [9-11 j, which is over 
one unit lower than 1he pK0 of = 7 .6 oblained 1hrough redox 
polential determinalions in lhe absence of subslrale [ 7,8). In 
consequence, ifthe nffinity for protons of Hisl61 increases 
> 10-fold when ubiquinol binds lo the Q., sile. thcn the 
aftinily of the bc1 complex far ubiquinol should nlso 
decrease by the same mngnitude when Hisl61 is changed 
from the fully dissociated to the prolonated stale. This would 
also imply lhat the single hydrogen bond wilh His161 is 
considembly stronger than the sum of lhe = 12 hydrophobic 
intemctions and lhe hydrogen bond with Glu272 that 
ubiquinol (by analogy with stigmatellin) eslablishes with 
cytochmme b residues lining the Q., silc [5). However, there 
are no kinctic studics lhat show that lhe pK. value of 6.5 in 
lhc ubiquinol-saturated enzymc progressivcly shifts towards 
the vnlue of 7.6 of lhe free enzyme by decreasing the 
substrate concentration. Neither is thcre functional cvidence 
showing thal Hisl61 of thc Ricskc subunit und Glu272 of 
cytochrome b must be deprotonated in order to ullow 
ubiquinol oxidalion to procecd. Such data would strongly 
support thc proposed roles of these residues as primary 
proton acceptors and subslrate ligands. 
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In the present work. we studied the effect of the 
protonation state of bovine heart bc1 complex residues on 
the uftinity of the isolatcd enzyme for short-chain ubiquinol 
and ubiquinone analogues, and their contribution to the 
catalytic rate. Our rcsults indicare that, when the pH 
dependence of the redox potential of the Fe-S cluster is 
considered, the protona¡ion of a group with a pK0 value of 
7.5-7.7 (identical to that of Hisl61) sharply decreases 
cntnlysis and diminishes ubiquinone binding affinity, 
without affecting the affinity for ubiquinol. In addition, we 
found that the protonation of nn acidic group with pK. of 
5.2-5.7 abolishes catalysis and is stnbilized by ubiquinol 
and (more importantly) by ubiquinone binding; this residue 
is likely Glu272. 

MATERIALS ANO METHODS 

DB, horse heart cytochrome e, antimycin and Tween-20 
were purchased from Sigma Chemical Co. 13-o-Laurylmal
toside was from Boehringer-Mannheim, DEAE-Bio Gel A 
from Bio-Rnd, and stigmatellin from Fluka. Ali other 
chemicals of analyticul grade were from standard suppliers. 

lsolatlon of the be, complex 

Bovine hemt mitochondria wcre preparcd by differcntiul 
centrifugation after mechanical disruption of minced heart 
in a blender. The be1 complex was puritied by anionic 
exchange chmmatogmphy as described by Ljungdahl et al. 
(12), using DEAE-Bio Gel A. The enzyme (3-16 mg·mL - 1) 

was stored in 50% (v/v) glycerol and O.O!% ¡3-o-lauryl
maltoside at -70 ºC. Concentrations of 7 .1-7 .6 and 3.6-
4.1 nmol·mg protein- 1 ofhemes b and c1• respectivcly, were 
detennined spectrophotometrically using extinction coefti
cients of 28.5 for heme b [13] and 17.5 mM- 1·cm- 1 for 
heme c1 [14]. Contaminating cytochromc e oxidase activity 
was not found in the preparutions. 

lnitfal rate assays at dffferent pH values 

Purified be1 complex was diluted to a conccntrution of 1 µ.M 
cytochrome c 1 in u buffer contuining 50 mM Tris/HCI 
(pH 8.0), 0.01% (v/v) 1\veen-20 nnd 50% (v/v) glycerol 
nnd incubated for 2 h befare use to eliminare cxcess of 
13-o-luurylmaltoside; this increased the activity threefold. 
The initial rute of reduction of 30 µ.M horse heart 
cytochrome e (e= 19.1 mM- 1·cm- 1 at 550-540 nm) wa.< 
measured at 30 ºC using a double beam SLM-Aminco DW-
2000 spectrophotometer (scanning speed of 1 point per 
0.18 s). The assny medium contained 0.01% 1\veen-20, 
J mM EGTA. and 20 mM each of the following buffers: 
citric acid (pK02 4.8 and pK,3 6.8), Mes (pK. 6.1), Hepes 
(pK. 7 .5), and Tnps (pK. 8.4 ). The pH of the solution was 
udjusted with KOH from 5 to 9.5 with intervals of 0.25 
units. DBH was obtained from DB ns described by 
Trumpower and Edwards [ 15 J and added from no ethanolic 
solution of 56.8 mM. Nonenzymic activity wa< determined 
in the presence of cytochrome e and DBH under euch 
condition for ""30 s before adding 0.5-5 nM of be1 
complex, nnd subtracted from the total rate. This non
enzyrnic rate was negligible below pH 7, but comprised over 
30% of !he total rnte al pH values above 9.5. For product 
inhibition determinations. five different fixed concentrations 
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of DB were added from a JO mM ethanolic solution nt 
variable DBH concentrations. The addition of the be, 
complcx immediatcly befare rccording the initial rate 
prevented the problem of correcting for pH-induced 
denaturation of the bc1 complex, which was significan! 
below pH 6. lnitial rates werc linear for at least 5 s (30 
points) and over 95% inhibited by 1 µ.M of antimycin or 
stigmatellin al each pH value. The bc1 complex activity wns 
stable for up to 3.5 h. Data were ploned and fitted using the 
program ORIOIN 5.0 (OriginLab Corp.). 

The UV spectrum maxima of DBH (289 nm) nnd DB 
(278 nm) up to concentrations of 120 µ..M and 50 µ.M, 
respectively, did not change in thc different pH solu1ions. 
This indicated that the two compounds were completely 
soluble at ali coocentrations and pH values used, ns a 4-nm 
red shift of the spectral maxima would indicnte the 
fonnation of rnultimeric ubiquinoUubiquinone aggregates 
[ 16]. DBH nnd DB were assumed to be present in mixed 
rnicellcs of 1\veen-20, as the concentration of the delergent 
in the assays (90 µM) is above its critical micelle 
concentration (60 µM), which is insensitive to pH and 
ionic strength [ 17]. 

RESULTS 
Protonatable groups lnvolved in DBH and DB bindlng 

The effect of pH on the ini1ial ubiquinol-cylochrome e 
reduction rute catalyzed by the is0Ja1ed bovine heart be 1 

complex was determined at variable DBH concentrutions 
and different fixed DB concentralions. Reprcsenlative 
experiments uf four pH values where changes in the rute 
and affinities 1oward DBH and DB were more evident are 
shown in Fig. 1. Under the conditions used. the difference of 
00 200 mV between the redox potentials of ubiquinol und 
!he Fe-S cluster makes DBH oxidution an esscntiulJy 
irreversible reaction. The inhibition of ubiquinol oxidation 
by DB wus fitted to the following simple competitive 
inhibition equution: 

V kco1[SJ 

[E),= Km(l+*)+tSJ 
(1) 

[E], is thc total enzyme concentration, kc•• is lhe cntalytic 
constan! of the reaction, and Km is the Michaelis-Menten 
constan! for DBH, which is not necessnrily equal to the 
dissociation constan! (K") of the DBH-enzyme complex 
(K,), unless thc valuc of kc•• is much smaller lhan the release 
rute constan! of DBH from thc enzyme. Ki is lhe inhibition 
conslant of the inhibitor, corresponding in this case to the Kd 
of the DB-enzyme complex because of the irreversibility 
assumption. Using mixed or noncompctitive inhibition 
rnodels resulted in poor fitting. Thc derived Km and K1 values 
obtained were plotted as a function of pH (Fig. 2). The 
variation in Km or K1 was fitted to thc following equation for 
an enzyme with two protonatable groups that affect substrate 
binding: 

( 

1u•1 cu•¡2 
) !+--+---

/( = K K,, K 0 1K,2 
""' [H+J [H+)2 

l+--+--aK., ayK.,K,z 

(2) 
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1'1g. J. CompeUUn lnhibltJon of Dllll-cytochrome e reductase 
actlvUy by DB atl dlrferent pll volues. Represenlutlve experimen1s ut 
pfl 5.25 (A), 6.25 (0), 7.25 (C), ond 9 (0) were flned 10 Eqn (1) (solid 
lines). Paramcters wilh i;tandnrd error of the füting are: (A) ~.1 = 
28.6 ± 0.62 s-1, Km = 2.84 ..!.: 0.3 µM, K1 = 0.94 ± 0.09 µM: (8) 
ku1 = ISS.1 ± 3.6 s- 1

• K1n = S.34 ± 0.45 µM, K, = 6 ± 0.5 µM; 
(C) kuo = 655.9 ± 26.8 .- 1, Km = 7.6 ± 0.9 µM, Ko = 8.1 ± 0.8 µ>1: 
(O) A;,. = 756.7 ± 39.5 ,- o, Km = 5.4 ± 0.9 µM, Ko = 5.5 ± 0.8 µM. 

K0 .,, is the apparent Km (Fig. 2A) or K, (Fig. 2B) value 
obtained at ench pH. K is the Km or K1 vnlue when both 
protonntable groups are deprotonated (reference state), a 
and -y are the factors modifying K when the respective 
protonatable groups wilh proton tlissociation constants K111 
and Ku2 are protonated. 

Km .,1,. changed slightly above pH 9 and markedly bclow 
pH 7 (Fig. 2A). lt was necessary to fix the value of pK.1 to 
9.2 during the fitting process (Thble 1) in order to avoid 
excessive error in thc determinalion of this parameter caused 
by the lack of data points beyond pH 9.5. The protonation of 
this group decreased the affinity for DBH by only 60% 
(a = 1.6. Table 1). chnnging Km""' from 6.7 µM nt pH 9.5 
to 9.5 µ~1 at pH 8. In contrast, u threefold increase in the 
affinity for DBH (-y= 0.3) was found when a residue with 
pK.2 = 5.7 became protonated. There was no change in the 
affinity for DBH betwen pH 7 and 9. The pH protile of DB 
binding (Flg. 2B) showed that the protonation of a group 
with a pK. 1 of 7 .7 decreased the nffinity of the bc1 complex 
for DB almost threefold (a = 2.8). while that of n group 
with pK., = 5.2 increased DB binding affinity over 20-fold 
(-y= 0.045). 

Protonatable groups involved in catalysis 

lnitial velocities obtained from varying DBH concentrations 
as a function of pH were fitted 10 two differenl kinetic 
models (Schemes 1 and 2). As previously explained, the 
substrate dissociation constant (K • .) shown in the schemes is 
not necessarily equal to the Km values oblaincd experimen· 
tally. allhough it is included in the definition of Km together 
with k<.o• In both models. the catalytic constnnt (k""') of the 
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Flg. 2. F.!Tect orpll on the affinllyror DBll (A) and DB (8), Km.,.. 
und K1 ok vulues wcre obulincd by fitting the ave111ge of 3-.5 ~panue 
ex.perimenls ut en ch pro ton concentrulion to Eqn ( 1) us shown in Fig. J. 
Thc error burs are thc standard error of cuch filling. Thc solid linc 
re¡>reM:nlS lhc be•I Ht 10 Eqn (2). See Tublo 1 for fixcd ond filled 
vnlues. 

reaction is considered to dccrensc when the redox potentinl 
(Em) of the Fc-S cluster is lowered by thc deprotonalion of 
two groups [7,1 IJ. This effect is defined by the following 
two equations: 

(3) 

RT [ ( [H' ]
2 

)] 
l!.Em=y In [H•J2 +K

1
2[H'J+K,1K12 

(4) 

whcre the proponionnlity constnnt m repre.<ents thc slope of 
the line in the log le,,., vs l!.E,,, plot [ 11). 

The first kinetic model (Scheme 1) includes only two 
protonatnble groups, and nssumes that thc residue 
corresponding to pK,2 completely blocks catnlysis in thc 
protonnted state. In their deprotonnted fonns, both residucs 
lower Je.,., according to Eqns (3) and (4). The cquation 
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Table l. y111~ derlYed rroin data Oltlng In Flgs l,3 and 4. Val~és ± SE 

Figure kc..1s-1) m KmorK; 
(equation) or k../Km (s01

·(LM-
1
) (mY-') p ((LM) 

2A(2) - - - S.9: 0.4 
28 (2) - - - 5.1: 0.2 
3A(S) 1813 = 127 0.0029 : 0.0002 - 6.s :o.6 
3C(6) 1866: SS 0.0038 = 0.0001 0.14 = 0.01 6.2 = 0.3 
4A(9) 1658 = 256 0.0033 : 0.0005 - -
4A(IO) 1570 = 156 0.0033 = 0.0003 0.17: 0.04 -
48 (15) 270 = 42 0.003' -
48(16) 250 = S8 0.003' 0.2 = 0.09 
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Flg. 3. pH dependence or inlUnl rotes or cylochrome e ttducUon 
l'Dl")'lng DBH conccnlrullon. Thc avcnigcs oí 4-S sepanue c:xprri
menls with 1hcir com:sponding S111ndard error werc ttucd 10 Eqn (S) (A) 
or Eqn (6) (C). TI1c insc1 in eoch flgurc shows lhc experimental point~ 
und fillW cun-es in the pH 5-6.5 region. Thc salid Jincs are thc best fil 
for cuch or lhe DBH com."Cnlrutions used: 2 (T), 4 <•>. 8 CA). 16 <•> 
nnd 24 t•) µM. Sce Table 1 for vulucs. (B) Rcsiduul plol o[ lhc til 
iohown in A. (0) Residual plnt of thc fit shown in (C). 

derived from the model in Scheme 1 is: 

11 
'1k.,.1[S) 1 + aK,, ( 

[H+¡) 

[E),= Km (1 + 111+¡ + [H+]z) + [S) (1 + ¡u+¡ + --1!!:.L) 
Ka1 K 8 1K1A2 aK.1 a')'Ka1K1.2 

(5) 

dula fiUing to· Eqn (5) (Fig. 3A. Table 1) rcsulted in u 
pK,2 = 7.07 thnt incrcased the nffinity for DBH by only 
33% (-y = 0.66). These values were differcnt from those 
oblaincd from the nnnlysis of the pH dcpendence of Km 
(pK,2 = 5.7 nnd 'Y= 0.32; Fig. 2A). In Fig. 3A, pK01 hnd lo 
be fixed to 9.2 nnd a to 1.6; otherwise, pK01 bccame ""8 and 
a > 10, inconsislent with 1he data shown in Fig. 2A. Fitting 
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Flg. 4. Dlxon-Wtbb plol.5 or Jnltlal rales or cylnchrome e 
mucUon. Tite log k.:.1 ott• plot (A) wns fittt.'t.I to Eqn (7) (da.\hcd llnc) 
und Eqn (8) (wlid Une). 'Thc insel shows the residual plol oí both lils 
(dashed line, open circlcs and solid linc, solid circlc:i. rcspcclivcly). Thc 
log Ck.:m 1.tJKm ,...,.) plot tB) wa"I tittcd 10 Eqn (9) (da.o;hcd line) and 
Eqn (10) (salid Jinc), wi1h thcir respcclivc n:~idual plots shown in the 
insct (da.1hcd linc, open cin;lcs ond sol id linc, solíd circlcs). Sc.-c T11hlc 1 
for fixed und fiUcd vulues. kni1. •lM und Km oh• wen: calcuk11cd by fitting 
lhe data shown in Fig. 3 for each pll to thc Michaelis-Mentcn cquation. 

shown in Scheme 2. This model implies lhnt the third (more 
ncidic) group can become evidcnt bccause the deprotonalion 
of the pK,2 group does not completely block cntalysis. This 
property is exprcssed by the 13 fnclor, which is nssumed to 
have a value >O nnd modifies k,01• The equntion for this 
thrce pK. model is: 

Ak.,.,[SJ(l + ¡tt+ l) + k,.,[S] (,BlH' 12) 
V aK.1 aKa1Ka2 

[EJ, = ( [H+J [H+]2 [H+jl ) ( tH•J [H•J2 [H'J3 ) 
(6) 

Km I + -K-,-1 + -K-,,-K,-2 + K
0
1K.iK93 + [S] I + -aK-.-.1 + -aK-,1-K-.-2 + -a-y..,.K;--.1-,K~.-2K"",-, 

to Eqn (5) wns poor in the pH rnnge 5-6.5 (Fig. 3A, inscl), 
showing n systemntic devintion ofthe simulnlcd curves fmm 
the data point<; this is clearly evidenl in a residual plot 
(Fig. 3B). Consequently, the kinetic model of Scheme 1 wns 
modified by the addilion of nnother prolonatable group, ns 

Figure 3C shows thc best fil to Eqn (6). The values of sorne 
parameters were maintained conslant nccording to the 
rcsults shown in Fig. 2A (Table 1). pK01 was fixed to 9.2 and 
a lo 1.6 because their varintion caused excessive error in 
their values, which nevertheless oscillntcd around 9.1 and 2, 
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respectively. 11 was also necessary to fix the values of pKoJ 
(5.7) nnd 'I (0.32) because their codependence with pK.2 and 
13 increused considerably the error in ali four parumeters. 
After this reduction in the number of varfoble parnmeters, 
the fitting revealed a group with pK.2 = 7.5 that strongly 
decreased kc••• although not completely (13 = 0.14), as wa.< 
expected from the model (Scheme 2). The nddition of a 
substrnte interaction factor for the pK.2 group in Eqn (6) did 
not alter the quality of the fil, as its value was - 1. in 
ugreement with the lack of change in Km around pH 7 .5 
(Fig. 1 A).The inclusion of the pK., group with its 'I 
interaction factor resulted in a good fil of the inicial rates in 
the acidic pH range (Fig. JC, inset), resulting in a more 
homogeneous distribution of data points around the 
thcoretical curves (Fig. JD). Protonation of the pK._1 group 
completely blocked catalysis. 

The presence of two groups that decrease catalysis in their 
protonated forms also becnme evident in the Dixon-Webb 
plots [18] shown in Fig. 4. The values of kcao ub• and Km ob• 
correspond to the consrnnts calculated al each pH using the 
data in Fig. 2A. TI1e log k,,., uh• plot (Fig. 4A) can be used to 
calculate the apparent pK. values of protonatable groups in 
the presence of saturnting substrato concentration [18]. The 
definition of k0 ., uh• derived from Eqn (5) (two pK. mO<lel) 
is: 

( 
lH+¡) 

t>k,., 1 + cxK,, 
kcocob• = --l-H""'''°'J,.._-.,..[H~+~J2..

) + -a-K-,, + -cx-yK-.-,-K-,
2 

Using Eqn (6) (lhree pK, model), k .. , 00, is defined as: 

(7) 

( 
[H+J (J3(H•J2) 

Akca1 1 +-11.' + kcoc -K K k a 111 a 111 a2 
cocob•= lH+J lH+J2 [H+J3 (8) 

1 +--+---+-~~-=-
aKat cxK0 1K12 ayK0 1K02Ka3 

The logarithmic forms of Eqns (7) and (8) are: 

log k,~, ob• = Jog [ dkcoc ( 1 + ~~:~)] 

( 
¡H+J [H+J2 ) 

- Jog 1 + cxKa1 + cxyK.1Ka2 (9) 

[ ( !H'J) (,8lWJ
2
)] log kco1nb• = log Al;.., 1 + aK,, + k,., aK,1Ka2 

( 
[H+¡ [H+]2 [H+¡3 ) 

- lag I + cxK,1 + aK,1Ka2 + ayK,,K,zK" 
(10) 

Although the fitting to Eqns (9) and (10) yielded curves 
which were clase to each other (Fig. 4), the residual plot 
(Fig. 4A, inset) showcd that the two pK. model (Eqn 9) 
resulted in n systematic deviation from the data points which 
peaked around pH 6. In contr.ist, the three pK, model curve 
(Eqn 10) was more homogeneously distributed nround the 
experimentnl points. The p'fKL1 vnlue obtained of 6.23 
(Table 1) agreed with the values of pK, = 5.7 and 'f= 0.32 
calculated from Fig. 2A. The vnlue of 0.17 far 13 wns nlso 
close to the one obtnined from Fig. 3C. The pK.2 value had 
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to be fixed to 7.5 to avoid excessive error in the fitting, but its 
value oscillated between 7.4 and 7.6. 

Thc true pK0 values (in the absence of substrate) can be 
obtained by plotting the log (k00, 00,IKm ob•) vnlues agninst 
pH [ 18] (Fig. 4B). Km,,.,, is defined using equations 5 and 6 
for the two pK, or three pK. models, respectively, as follows: 

( 

[H+¡ [H+f ). l+--+--
Ka1 Ka1Ka2 

Kmoboo =Km JH+ I IH+ J' 
l+--+---

cxK,, ayK,,K,2 

(11) 

( 

1 + [H+] + [H+¡z + [H+J3 ) 
K = K Ka1 Ka1Ka2 Ka1Ka2Ka-:t m.., m [1-1+¡ [H+J2 [H+]l 

I + cxK.1 + aK,1Ku2 + c.,-yK,,K,zKuJ 
(12) 

Using the definitions of k,,., ""' in Eqns (7) nnd (8), the 
catalytic efficicncy (kca1 ~,IK111 oba) for each model is 
expressed ns:. · · 

k".'""'=Ak·,.·.·.· .. ·(' 1+~ ) (13) 
Kmob• Km .. I .+ [H+] + [H+]2 

. -. K,, K,,K,2 

- ( lH+l) (PIH+J2 
k . Akca1 1 +-K +k,., -K K 
~= a al a al a2 

K.,..., Km(I +lH'J + [H
1J2 + [H•j ) 

. K,1 K,1Ka2 K,,K,2KuJ 

(14) 

Titklng Jogarithms of both cquations: 

log(kca1ob•) = Jog[~"' (1. + [H ''J)] 
Kmobs Km .crKa1 

-log(I +f;~]~ ~~i:) . (15) 

log (~: ;:) ~ l~g e::" (i+ ~1::D + ~: (:~~Z) l 
:-·e· .. [H+] [H+¡2 [H+¡l ) 

-log I + K.;°" + K,1K12 + K,1K12K,3 

(16) 

The biphasic behaviour ofthe curve in the ncidic pH range is 
more clearly visible in this log Ck.: •• ubJK.., uh.> plot, where 
only the Jowesl pH values yielded a straight line with a slope 
of 1 (Fig. 4B). Fitting to Eqn (16) (three pK, model) 
resulted in valucs almos! identical to tite ones calculated in 
Figs 2A and 3C(pK., = 7.52,pK._1 = 5.8.13 = 0.2;Tnble 1). 
The two pK, model (Eqn 15) could not account for the 
decrense in tite slope of the curve betwcen pH 6 and 7. 
significuntly deviating from thc experimental data (Fig. 4B, 
inset). 

DISCUSSION 

Our results show that catalysis by the bc1 complex occurs 
only when n residue with pK, - 5. 7 is deprotonated. The 
effect ofthe protonation state ofthis residue wa' obscrvcd in 
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ubiquinoVubiquinone binding (Fig. 1) and in catalysis 
(Pig. 3). The incrensed aftinity towards ubiquinol resuhing 
from the protomuion of this residue cnnnot be explained by 
stabilization of the ligand through a hydrogen bond. lnstead, 
U1ere are two possible interpretations for the decrense in the 
K111 value when lhis residue is protonuted. First. as kcr.u is 
included in the definilion of Km. the lowering of the cutalytic 
rate when this group is progressively protonnted could 
diminish K,., in a manner independent of the Kd for DBH 
Ahhough the rupid equilibration of DBH was not examined 
in this work, comparison of Figs 2A and 3A,C show that 
between pl-1 6.75 and 8.75 the value of Kmº"' was almost 
constant. while k~a1 obs changed over twofold. This suggests 
that the contribution of k'"."' to the value of Km is small. 

The second i nlerpretation is that the protonated form of 
this residue is probably stabilized upan binding of a ligand 
to the domain distal lo heme bL in the Q., sile. The preferenlial 
protonation ofthis residue when the substmte is bound would 
displace the equilibrium constan! K,. included in the 
definition of K ... towards the fonnation of the DBH-enzyme 
complex nt low pH values. Dixon-Webb plots (Fig. 4) show 
that this residue has an apparent pK,. (p-yK,,) of = 6.2 when 
ubiquinol concentmtion is suturnting, which is not far from 
the vnlues found in previous kinetic studies of the etTect of pH 
on be11bcf complex catalysis [9-11 ], where only one proto
nutuble group in the acidic pH range wus assumed. Regurding 
the identity of this acidic residue. crystal structures [5.19 J 
have shown lhat in the prescnce of stigmalellin, an inhibitor 
lhat binds to thc domain of the Q0 sile which is closest to the 
Fe-S cluster [2,4,5], Glu272 of cytochrome b is orienled 
towards the hydrophobic pockct of thc Q0 site. In contmst, in 
the inhibitor-free crystal structure, Glu272 is rolated towards 
a channel acces.r;ible to the aqueoLL'i medium which contains 
crystallogrnphic water molcculcs. 1-Icnce, it is conccivable 
that ubiquinol binding hus an cffect simih1r to that induccd 
by stigmatellin on the orienlation of Glu272. shifting its 
carboxylate to a less polar envimnment. thcreby increa'iing its 
affinity for protons. This movement of Glu272, logether with 
its shift to a higher pK., value, would favour lhe deprolonation 
and oxidation of scmiubiquinone, which has a pK. value of 
4.9 in aprotic solvents [20]. After the distal domain of the Q., 
site is abandoned by the oxidized ubiquinone, Glu272 would 
move towards the hydrophilic channel where it would lose 
affinity for the proton, releasing it to the medium. The role of 
this residue as a primury prolon acceptor is supported by the 
observation that its protonation complctely inhibits catalysis 
(Scheme 2, Fig. 3C). 

In the case of ubiquinone. the stabilization of the 
protonated Glu272 could be an1plified by the possiblc 
formation of n hydrogen bond between one of the carbonyl 
groups of the Jigand and lhe protonated carboxyl group [6). 
This interpretation explains the largcr increase in the affinity 
for DB than for DBH upon protonation of the pK0 5.2-5.7 
residue (Fig. 2). Ncvertheless. DB can still bind to the Q., 
site when this group is deprolonated, explaining why the 
characteristic EPR spectra signa! between ubiquinone nnd 
lhe Fe-S cluster is still visible when this residue is mutated 
to a nonacidic residue [6]. 

The aftinity of lhe be1 complex towards ubiquinol has 
been proposed to be much higher than for ubiquinone, based 
on the finding that a 30% reduction leve) of the ubiquinone 
pool results in maximal activity of ubiquinol oxidation 
[ 11 ]. In contrast, lhe K.., and K1 values shown in Fig. 2 were 

similar, particularly above pH 6. However, these values are 
referred to added concentrations of DBH and DB, without 
considering the actual conccntrations of these compounds 
accessible to lhe enzyme in the detergen! micelles. As 
ubiquinol is less hydrophobic than ubiquinone [ 16], a higher 
concentration of DB than of DBH is expected to be available 
to the enzyme at the sarne added amount of both com
pounds. This woud support the proposal thal ubiquinol binds 
to the Q., sitc with a higher affinity than ubiquinone [ 11 J. 
Nevertheless, pH does not iníluence the solubilily of DBH 
nnd DB [ 16], so lhe changes in K.., and K, reponed can not 
be attributed to different partition coefficients of these 
compounds between thc aqueous and detergen! phases at 
different pmton concentrntions; instead. these changes can 
only be attributed to lhe protonation states of residues in the 
bc1 complex. 

The group with pK0 = 7 .5-7 .7 may be identified as 
Hisl61 ofthe Rieske protein because ofthe similarpK. value 
detennined in redox studies of the Fe-S cluster (7,8] and the 
one kinelically detennined in this work. The pH dependence 
of the catalytic rate yielded such n pK0 value only when the 
modification of lhe E,. value of the Fe-S cluster by the 
protonalion state of residues in lhe Rieske protein was taken 
into nccount [7J; this is funher evidence that this residue is 
Hisl61. The 86% decreuse in the catalytic rate when the 
residue wilh pK0 = 7.5 is protonaled supporls the proposed 
role of His 161 as the acccplor of one of the protons released 
when ubiquinol is oxidi1.ed [6]. lfowever, the residual activity 
(14-20%; J3-values in Table 1) suggests the exislence of 
other, less efficient pathways for proton transfer. 

An essentinl protonatable group in cytochrome b with 
pK, = 7.2 has been reponed, which constitutes a high 
affinity binding sitc for zinc ions in bovinc heart bc1 

complex [2 Jj. Furthermore, crystal structurcs of the chicken 
heart complex have allowed to identify severa) cytochro· 
me b histidines located in the nqueous channel leading to the 
positive side of the membrane as possible lignnds for zinc 
ions (22]. We also fitted the experimental data shown in 
Fig. 3A,C to a three pK, group equation in which lh" pH 
dependence ofthe Fc-S cluster redox potential and its cffect 
on kca.i were not included. Such equation assumed that the 
deprotonulion of the group corresponding to pK, 1 com
plelely abolishes catalysis. The quality of the fitting to this 
lnst model (not shown) was similar to that using the model 
in Scheme 2, resulting in u pK,2 of7.J, similar to the value 
obtained from zinc inhibition studies [21]. Nevcrtheless. it 
should be noted lhat lhe binding of protons to the zinc high 
affinity site does not inhibit catalysis; inslead. it relieves 
inhibiton by the metal ion [21), indicating that the 
protonation state of the rcsiducs involved in this site does 
not affect cata1ysis per se. The evidence that mutations in 
lhe Riekc protein that alter the redox potcntial ofthe Fe-S 
cluster change thc pH profile nnd the maximal rate of 
ubiquinol oxidation [6,11] argues in favour of assigning the 
identity of the pK., 7.5 and 9.2 groups to residues in the 
Rieske protein, most probably to His 161 and His 14 1 , 
respectively [23]. The values of 0.0033-0.0038 mv- • 
obtnined for the change of kc"' with respecl to the Em of the 
Fe-S cluster (m-values in Table 1) are close to the 
0.0059 mv- • detennined experimentally in the yeast be, 
complex with mutations in the Rieske prolein [ 1 IJ. This also 
supports the inclusion ofthe ó.kc,1 tem1 defined in Eqn (3) in 
our kinetic unalysis. 
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We found that the bc1 complex was able to bind ubiquinol 
with an affinity that was independent of the protonation 
state of the residue with the pK. value of 7.5-7.7. In 
consequence, the pK0 ~ 6.5 obtained in previous works, 
using saturating ubiquinol concentrations [9-11 j, is not due 
to the preferenlial binding of ubiquinol to the deprolonated 
Hisl61 [6,11 J; instead, it corresponds 10 the pK, = 5.7 
residue which is stabilized in its prolonated form by 
substrate binding, as discussed above. Assuming that the 
pK. value of 7.5-7.7 corresponds to Hisl61 of the Rieske 
protein, the lack of change in subslrate affinity upan 
protonation of this residue indicates that ubiquinol binding 
is more strongly depen<lent on interaclions with cytochro~ 
me b residues that are part of the Q., site than on the single . 
pmposcd hydrogen bond between ubiquinol and deproto
nated Hisl61 [6,11]. Moreover, lhe increased uffinily of 
the bc1 complex towards lhe ubiquinone product when lhe 
residue with pK0 of 7.7 is deprotonated is the opposite to 
what would be expecled from hydrogen bonding to 
protonated Hisl61 [6]. The binding of methoxyacrylate 
(MOA) inhibitors, which do nol establish inleractions wilh 
any residue of thc Rieske protein [ 19). is also favoured by 
the deprolonalion of a residue in the Rieske subunit with 
a pK. of 7.7 [24]; this suggests that the conformation of lhe 
Q0 site is modilied by pH-induced changes in the Rieske 
subunil. Further evidence far lhis lasl propasa! is our 
observalion that the deprotonalion of the group probably 
corresponding to Hisl41 (pK, 9.2) slightly increases the 
aflinity for DBH, even though lhis residue is not in direct 
contact wilh any of the Q., site ligands [2-5]. These 
intersubunit conforrnational changes might be transmitted 
through the residues in lhe interface between the Rieske 
subunit and cytochrome b, sorne of which are part of the ef 
loop lhat covers the Q 0 site [25]. 
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Report on O 1-0604 

ReportNo. 1 

The manuscript by Covián and Moreno-Sánchez reports on careful nalysis ofthe 
steady-state kinetics ofmitochondrial bc1 complex. The authors derive a consistent 
kinetic model from their experimental data. They offer a plausible interpretation and 
assignment ofthe parameters in the light ofprevious work and the information available 
from the molecular structures ofthe complex. The paper is concisely written and 
illustration by figures is appropriate. 

The authors should consider amending the manuscript according to the following minor 
comments: 

1. Statements in the Summary referring to the assignment of parameters from the 
kinetic analysis to specific residues of cytochrome b should be weakened 
somewhat to account for the indirect nature ofthe presented evidence. 

2. The dissociation constant of the substrate Ks rather than the more commonly 
used Michaelis-Menten constant KM is used in the present study. This is only 
justified ifkca1 is assumed to be much smaller than korr. As important aspects of 
the interpretation are based on changes to Ks, the authors should make clear why 
they hold this simplification to be justified. 

3. pp8: Scheme 1 and 2 were missing from the evaluated copy ofthe manuscript. 

Report No. 2 

This paper describes the study ofpH effects on the binding and oxidation ofubiquinol 
by the bc1 complex. Unfortunately there are a number ofproblems with the paper and 
sorne questions which need to be addressed. 

1. The most worrying aspect is the analysis ofthe data shown in Figure 4. No 
fitting has been applied to this data; ajoin-the-dots approach seems to have been 
adopted. The pKa values determined by extrapolation are said to be different. 
However, in Fig. 48 my conclusion is that the pKa values are the same (within 
error). What is actually plotted on the y-axis of Fig. 48? The figure says log 
kca1/log Ks, but on page 11 this is referred to as log (kca11Ks)-these are not 
equivalent. 

2. Does the mathematical model assume that substrate binding is rapidly 
reversible? Might product dissociation not be rate-determining? In which case 
Ks would not be the same as K;. 

3. Why is the data which would show competitive inhibition not shown? 
4. How soluble are the substrates DB/DBH at the different pH values studied-could 

this be an issue? 
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Report No. l: 

1. The Summary has been modified according to the reviewer' s suggestion. 

2. Ks has been replaced by Km throughout the text, explaining the difference between the 
two terms on pp.7 (last line) and 8 (first 4 lines), and in p. 9 (lines 2-4, first paragraph 
ofthe first subtitle). In the first paragraph ofthe Discussion (p. 15), an explanation of 
why rapid-equilibrium conditions probably exist in the conditions used has been 
included. 

3. Schemes 1 and 2 have been included in ali copies. 

Report No. 2: 

1. Figure 4 has been modified according to the reviewer' s comrnents. Fitting to equations 
9 and 10 (deduced and shown in p. 12) has been applied to figure 4A, and figure 4B 
was fitted to equations 15 and 16 (deduced in pp. 13,14 and shown in p. 14). The values 
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the goodness of fit to each equation have been included in both figures as insets. The Y
axis legend in figure 4B has been corrected to lag (kcat obs!K.m obs). 

2. Km is now used instead ofK5 throughout the text, with additional explanations on pp. 7, 
8, and 9 regarding the difference between the two constants. The probability ofrapid 
equilibration ofthe substrate is explained in the first paragraph ofthe Discussion (p.15). 
We believe that the reason why Km and K; values appear to be similar is not related to 
the rapid equilibrium assumed in the mathematical model, but to the relative partition of 
DBH and DB to the detergent micelles, as discussed in the last paragraph ofp. 16. 

3. Figure l shows the competitive inhibition exerted by DB on DBH oxidation at 4 
representative pH values. 

4. A paragraph explaining the evidence that indicates that DB/DBH are fully soluble at ali 
pH values in the detergent-containing solutions has been included in Materials and 
Methods (p. 6, last paragraph). This is also mentioned in the Discussion (lines 7-11 of 
p. 17). Two references ( 16 and 17) conceming this issue have been added. 
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3.2 La estigmatelina y el mixotiazol se unen fuertemente al sito de 

oxidación de quinol (Q0 ), de manera independiente del estado redox de 

la proteína fierro-azufre. 

En este trabajo, se determinaron las constantes de velocidad de unión 

(k1) de la estigmatelina y el mixotiazol en el complejo bc1 aislado de 

bovino con la proteína fierro-azufre en estado oxidado o reducido. El valor 

de k1 para la estigmatelina aumentó en 50% cuando se redujo la proteína 

fierro-azufre, mientras que la k1 para el mixotiazol no cambió. Sin 

embargo, en ambas condiciones la constante de velocidad de disociación 

del complejo enzima-inhibidor (k_ 1) fue muy cercano a cero, lo que implica 

que la Kd fue inferior a 1 nM y 5 nM para la estigmatelina y el mixotiazol, 

respectivamente. Además, en el complejo oxidado, la variación en el estado 

de protonación de la histidina 161 (pKn ~ 7 .6) no modificó las constantes 

cinéticas de ninguno de los dos inhibidores. Estos resultados contradicen a 

los modelos que proponen que la estigmatelina se une con alta afinidad (Kd 

subnanomolar) exclusivamente cuando la proteína fierro-azufre está 

reducida, debido a la formación de un puente de hidrógeno anormalmente 

fuerte entre la histidina 161 de la proteína fierro-azufre y un carbonilo del 

inhibidor. Dichos modelos consideran que el complejo fierro azufre 

reducida-estigmatelina es análogo al que se forma al ocurrir la primera 

oxidación del quino!, lo que implica que la semiquinona es fuertemente 

estabilizada al reducirse la proteína fierro-azufre. 

Por otra parte, se determinó la variación en los valores de k 1 de los 

inhibidores en presencia de distintas concentraciones de quino! (con la 

proteína fierro-azufre reducida) o de quinona (en ambos estados redox) 

para obtener valores de Kd para el sustrato y el producto. La Kd para el 

quino! cuando la proteína fierro-azufre estaba reducida (y por tanto, la 

histidina 161 estaba protonada) fue semejante a la Km calculada en el 
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trabajo anterior, la cual puede considerarse como una aproximación de la 

Kd para el sustrato en la enzima completamente oxidada. Este resultado 

indica que ni el estado de protonación de la histidina 161 ni el estado redox 

de la proteína fierro-azufre son determinantes para la unión del quinol al 

siti Q0 • Al igual que en el caso de la estigmatelina, la reducción de la 

proteína fierro-azufre indujo un incremento en la afinidad hacia el producto 

de alrededor del 50%. La Kd para la quinona fue semejante a pH 6.5 y 9, lo 

que indica que la unión del producto tampoco depende del estado de 

protonación de la histidina 161 (pKa -7.6). 

En conjunto, estos resultados armonizan con los modelos que 

proponen que la semiquinona formada tras la primera oxidación del quino) 

es altamente inestable o incluso inexistente, como en los mecanismos que 

sugieren una oxidación concertada del sustrato por parte de la proteína 

fierro-azufre y el hemo bL. También sugieren que el quino) y la quinona se 

mueven rápidamente entre los dos subdominios del sitio Q°' 

correspondientes a los sitios de unión de la estigmatelina y el mixotiazol. 

El fundamento teórico para la determinación de los valores de k1 y k.1 

para inhibidores fuertemente unidos, y de Kd para sustrato y producto por 

competencia con los inhibidores se describe con mayor detalle en el 

siguiente artículo publicado en la Revista de Educación Bioquímica. 
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PROBLEMA BIOQUÍMICO . 

RaúlCovián 
Correo E: covianraul@correo .. unam.mx 

TEMA: Cinética enzimática. Inhibidores fuerte- un inhibidor fuertemente unido; Se determinaron las 
mente unidos (pseudo-irreversibles). . velocidades iniciales de reducción de citocromo e tras 

incubar a distintos tiempos al complejo be 1 purifica-
La estigmatelina es un iilhibidor del complejo bc1 do ( 1 nM) en presencia de distintas concentraciones 
(quinol: citocromo e oxidorreductasa) rnitocondrial. de estigmatelina y quinol, de acuerdo con la siguiente 
SuKdes inferiora0.1 nM, por lo que se le considera tabla: 

Tiempo Velocidad inicial 

(s). (runol citocromo e reducido(nmol bc1t 1(s)-1) 

Quinol(µM) 

5 10 20 40 

.&t.igmatelina (nM) 

15 22.5 30 20 30 40 30 45 60 40 60 80 
•. o l 70 70 70 110 110 110 150 150 150 185 185· 185 
;'.;. 

·5( .55.6 

1r 
.. 49.6 44.1 85.7 75.6 66.7 111 95.6 82.3 152 137 124 • 

/fó' .. 
44.2 35 27.9 66.7 52 40.5 82.3 61 45.2 124 102 83.l .. 

' 15 35.1 24.9 17.6 52 35.7 24.5 61 38.9 24.8 101 75.2 55.7 

23 24.3 14.2 8.3 34.8 19.6 11 37.7 18.9 9.5 73.7 46.5 29.4 

30 17.6 8.8 4.4 24.5 11.6 5.5 24.8 10.1 4.1 55.7 30.6 16.8 

Calcuiar la constante de velocidad de unión de la estigmatelina (k00), y el tipo de inhibición de este compuesto con 
respecto al quinol. 

,_ 
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BIOQUÍMICO 
La unión de un inhibidor (1) a una enzima (E) puede 
representarse de la siguiente manera: 

kon 
E+I El (1), 

donde k00 es la constante de velocidad de unión del 
inhibidor, y k0 cr es la constante de velocidad de libera
ción. Considerando que el valor de Kd para la estig
matelina es muy pequeno ( <0.1 nM), k0 rr puede des
preciarse. Entonces, la ecuación de velocidad de unión 
del inhibidor es: 

V = k00[E] [I] (2) 

Considerando que [/] >>[E], de manera que [/] per
manece constante durante el curso temporal de unión del 

· inhibidor, la ecuación anterior puede expresarse como: 

donde 

v = k*[E] 

k* = kon [I] 

o.o 

.0.5 

~·1.0 
~ s-us 

·2.0 

·2.5 

(3), 

(4) 

Qulnol 511M 

.. D.._,.--~~-.-~~~~.--~ 
o 'º 15 20 25 30 

t <•> 

0.1 Qulnol 20j&M 

o.o 
..... 

~·'·º 
~·1.S 
:S .z.a 

-2.1 .... .... 
.. D 

o 'º .. 20 25 .. 
t(•) 

A medida que el inhibidor se une, el cambio en la 
concentración de enzima activa [E8 ] en función del 
tiempo se expresa como: 

-d[E8]/dt=k*[EJ (5) 

La integración de esta última ecuación con respecto a 
[E8 ) entre los tiempos O y t resulta en la siguiente ex
presión: 

In ([Ea],/[EaJo) = -k* t (6) 

La concentracion de enzima activa puede seguirse 
midiendo la velocidad inicial de la reacción, como se 
muestra en la tabla de datos. Podemos entonces sus
tituir la velocidad inicial al tiempo cero (v0) en lugar 
de [E8 ] 0 y la velocidad inicial a cada tiempo de incu
bación (v1) en vez de [Eal1 en la ecuación 6. •• 

Por lo tanto, se grafica ln(v,lv0) c~ntra tiempo to
mando los valores de la tabla de datos, y con una re
gresión linear se obtiene la pendiente para cada con
centración de inhibidor, la cual corresponde a -k*. 

Qulnol 1011M 
o.o 

..... 
•1.0 

i .. 1.s ,. :s ·2.0 

·i5 

-3.0 

o.o 

.0.5 

~-1.0 
.:!:. 
.s .... 

-2.0 

-2.5 

o 

10 • 15 20 21 30 

t(•) 

Qulnol 4°'1M 

10 11 20 21 30 

t(•) 
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A continuación se grafican los valores de k* obteni
dos de las pendientes contra la concentración de 
inhibidor para cada concentración de quino l. De acuer
do con la ecuación 4, la pendiente de cada una de las 
rectas obtenidas corresponde al valor de k00 para 
cada concentración de quinol. 

0.125 

0.100 --;en 0.075 -~ 
0.050 

0.025 

(Qulnol] 
(J&M) 
• 5 
• 10 
• 20 

40 

0.000 .fi"-.-.,.........--r~-.-~...-.-.,---.---.~-.-~-.-.......... 
o ro ~ ~ 40 ~ ~ ro ~ ~ 

Estigmatelina (nM) 

Puede observarse que la pendiente (es decir k00) 

cambia en funcióp de la concentración de quino), lo 
que excluye un tipo de inhibición no competitiva por 
parte dé la estigmatelina respecto al quinol. Esto ade
más indica que para cada concentración de quino), la 
pendiente que se obtiene corresponde en realidad a 
una constante de velocidad de unión aparente (k' 00), 

cuya definición depende de si la estigmatelina es un 
inhibidor de tipo mixto o competitivo. 

Al graficar el inverso de k' 00 contra la concentra
ción de quino) es posible distinguir entre una inhibi
ción competitiva y una inhibición mixta. En el caso de 
la competitiva, existe el complejo enzima-sustrato 
[ES], que se define a partir de su constante de diso
ciación (KJ: 

K 5 = [E][S]/[ES]; 

[ES]= [E](S]/K5 (7) 

También existe el complejo enzima-inhibidor [El], 
cuya formación en este caso se considera irreversible 
por tratarse de un inhibidor fuertemente unido, por lo 
que se define basándose en la ecuación 1 como: 

[El] = k00 [E][I] (8) 

CoviánR 

La fracción de enzima acomplejada con inhibidor 
[El]con respecto a la enzima total [E]y se define 
como: 

[El] _ k00 [E][I] 

[E}r [E]+ kon [E][I] + [Ei[S] (9) 
s 

Eliminando [E] y dividiendo numerador y denomina
dor entre k00 se llega a la expresió~: 

[El] _ [I) 

[E}r _l_+[I]+~ (10) 
kon konKs 

Al factorizar en el denominador obtenemos: 

[El] [I] 

[E}r - _l_(l+ [S])+[I] 
kon Ks 

Otra manera de expresar la ecuación 11 es: 

donde: 

[El) - [I] 

[E}r -+---+[!] 
k on 

(11) 

(12), 

1 1 1 
- = -+--[S] (13), 
k' on kon Kskon 

Esta expresión (ec. 13) corresponde a la ecuación de 
una recta, donde el inverso del valor de la ordenada 
al orígen corresponde a la constante de velocidad de 
unión real del inhibidor (en ausencia de sustrato), y 
el intercepto en el eje de las abscisas corresponde a -
Kr 

En una inhibición de tipo mixto existe, además de 
[ES] y [El], la especie enzima-sustrato-inhibidor 
[ESI), en cuya definición se contempla un factor a 
que describe el cambio en afinidad por el sustrato en 
presencia de inhibidor y viceversa. Una deducción 
semejante a la mostrada en las ecuaciones 7 a 13 
para una inhibición mixta resulta en la siguiente defi
niciOO: 
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_I. =-1 ( 1 ]+(-1 { 1 S }S](l4) 
k' on kon 1 + ~is kon { Ks + [a] 

La ecuación 14 muestra que al graficar el inver
so de k' on contra el sustrato, la pendiente no es 
una constante, sino una función del propio sustrato, 
de manera que cuando [S] >>K5 la pendiente ten
derá a cero. 

Una inhibición mixta, por lo tanto, resulta en una 
hipérbo1a que no parte del origen. Ver gráfica de la 
derecha, donde se muestran los datos del presente 
ejercicio. 

La Jinearidad en Ja gráfica indica que la estigma
te1ina es un inhibidor competitivo pseudoirreversi
b1e respecto a1 quinol. La constante rea1 de velocidad 
de unión del inhibidor (k0 n) resultó ser de 4.7 x 1<>6 
M-1s-1, y el valor de K8 para el quinol fue de 11.7 
µM., 
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En este trabajo se controló el estado redox del complejo bc1 mediante 

añadir en un orden determinado los diferentes reactivos. Por ejemplo, para 

determinar las constantes cinéticas en la enzima oxidada en presencia de 

quinona, el orden de adición se muestra en la siguiente figura: 

Citocromo e 

l 
Qui nona 

l 
8.8867 

-8.8481 

1:88 

lnhibidor 
be, (tiempo O) 

l l 
Quino! 

l 

Record 32 

2:88 2:38-o 

En el caso de la enzima reducida previamente con ascorbato, el orden 

de adición de los reactivos fue el siguiente: 

8.8899 
Quinona 

l l 

-8.8481 

Inhibidor 
(tiempo O) 

l 

1tocromo e 
y quino! 

z:tB-> 
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Por último, al usar la enzima reducida con quino!, los reactivos se 

añadieron como se indica a continuación: 

0.0360 
Quino) 

l 

-0.0396 

1:00 

he, 
Inhibidor 

(tiempo O) 

l l 

2:00 

Citocromoc 

l 

Record 50 

2:so.2e .. 

Este trabajo se encuentra en prensa en el Journal of Bio/ogica/ Chemistry. 

A continuación se reproduce el manuscrito aceptado. 
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SUMMARY 

To determine the effect of the redox state of the Rieske protein on Jigand binding to 

the quino! oxidation site of !he be1 complex, we measured the binding rate constants (k1) for 

stigmatellin and myxothiazol, at different concentrations of decylbenzoquinone or 

decylbenzoquinol, in the bovine bei complex with the Rieske protein in the oxidized or 

reduced state. Stigmatellin and myxothiazol bound tightly and competitively with respect to 

quinone or quino!, independently of the redox state of the Rieske protein. In the oxidized be1 

complex, the k1 values for stigmatellin (-2.6 x 106 M"1s"1
) and myxothiazol (-8 x 105 M"1s"1

), 

and the dissociation constan! (Kd) for quinone, were similar between pH 6.5 and 9, indicating 

that ligand binding is independent of the protonation state of histidine 161 of the Rieske 

protein {pK8 -7.6). Reduction ofthe Rieske protein increased the k1 value for stigmatellin and 

decreased the Kd value for quinone by 50%, without modifying the k1 for myxothiazol. These 

results in di cate that reduction of the Rieske protein and protonation of histidine 161 do not 

induce a strong stabilization of ligand binding to the quino! oxidation site, as assumed in 

models that propose the existence of a highly stabilized semiquinone as a reaction 

intennediate during quino! oxidation. 
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INTRODUCTION 

The key reaction which allows energy conservation in ubiquinol-cytochrome c 

oxidoreductase (bc1 complex1
) is the bifurcation of electrons from quinol towards the iron

sulfur cluster ofthe Rieske protein and heme bL of cytochrome b (1,2). Severa) models have 

been proposed to explain the mechanism that prevents the thennodynamically favorable (but 

energetically wasteful) reduction of the iron-sulfur cluster by both electrons from quinol. 

These proposals differ, among other aspects, in the stability constan! and the role assigned to 

semiquinone as a reaction intennediate in the quinol oxidation site (Q0 site). Crofts and Wang 

(3) originally proposed a highly unstable semiquinone, which according to recent 

modifications ofthis mechanism (4,5), would move from the Q0 site subdomain occupicd in 

crystal structures by inhibitors such as stigmatellin to the pocket occupied by myxothiazol and 

methoxyacrylate inhibitors. Since no EPR-detectable semiquinone is observed in the Q0 site 

(6), and the redox potentials of the iron-sulfur cluster and the b hemes exert a reciproca) 

control on their reduction rates by quino), Snyder et al. (7) proposed a concerted mechanism 

in which the rapid oxidation of semiquinone by heme bL of cytochrome b drives the 

thennodynamically unfavorable one electron reduction of the iron-sulfur cluster by quinol. 

Placefootnote #1 lzere. 

In contras! to these models, Link (8) suggested that reduction ofthe iron-sulfur cluster 

by quinol leads to a stabilization of semiquinone through a strong hydrogen bond between this 

intennediate and one of the histidines that binds to the redox cluster (histidine 161 in the 

bovine bc1 complex). This unusually strong interaction between semiquinone and the reduced 

Rieske protein would preven! the hydrophilic domain ofthis subunit to diffuse away from the 

interface with cytochrome b towards cytochrome c 1 until semiquinone reduces heme bL (9). 

This would ensure the recycling of the second electron from quino) through cytochrome b. 
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The stable semiquinone intennediary would not be detected by EPR because of magnetic 

coupling between the reduced iron-sulfur cluster and semiquinone (8). The basis for assuming 

the existence of this stable semiquinone is the 250 m V shift in the redox potential of the iron

sulfur cluster induced by binding of stigmatellin (considered as an analogue of semiquinone) 

to the be1 complex (JO). This effect has been interpreted as indicating a -105 higher binding 

constant of the inhibitor to the iron-sulfur cluster-reduced be1 complex compared to the fully 

oxidized enzyme. In apparent agreement with this interpretation, removal of the Rieske 

protein from the be1 complex changes stigmatellin inhibition from tightly-bound (Kd <0.1 

nM) to weak and reversible (Kd -50 µM) (11). However, there is no direct evidence that 

binding of stigmatellin ar quinone is stabilized by reduction of the Rieske protein. Moreover, 

we ha ve recently shown (12) that quinone binding is not stabilized by protonation of histidine 

161 of the Rieske cluster, nor is quino! binding stabilized by deprotonation of this residue, 

suggesting that the putative hydrogen bond formed between histidine 161 and Q0 site ligands 

is not essential for binding ofsubstrate and product. 

In arder to obtain evidence on the stabilization of ligands at the Qo site upan reduction 

ofthe Rieske protein, we determined the binding rate constants ofthe tightly-bound inhibitors 

stigmatellin and myxothiazol to the purified bovine heart be1 complex with the Rieske protein 

in the oxidized and reduced state, and as a function of the protonation state of histidine 161, 

which has a pKa of-7.6 (13). The affinity towards quinone ar quino) in these conditions was 

also determined through competition with the inhibitors. Our results indicate that the effect of 

the reduction of the iron-sulfur cluster, or the protonation of histidine 161, on the binding of 

Jigands to the Q0 site is much more weaker than that required by models that consider 

stabilization of semiquinone through a hydrogen bond to the reduced iron-sulfur cluster. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Chemicals. Decylbenzoquinone, horse heart cytochrome e, L-ascorbic acid, and 

Tween-20 were ·purchased from Sigma Chemicals Co. Stigmatellin was from Fluka, and 

myxothiazol from ICN Biomedicals Co. Ali other reagents of analytical grade were from 

standard suppliers. Decylbenzoquinol was prepared as described in (14). UV-

spectrophotometric quantification of decylbenzoquinone and decylbenzoquinol was 

perfonned in ethanol using extinction coefficients reported in (15), and solubility in the 

aqueous detergcnt-containing reaction media was verified as dcscribed befare (! 2). 

Stigmatellin and myxothiazol quantification was peñormed using wavelengths and extinction 

cocfficients previously reported (16). 

Purijication of bovine heart bc1 comp/ex. The isolation procedure and quantification of 

heme content was done as previously describcd (12). The purified bc1 complex contained 7.1 

and 3.6 nmol of hemes b and c 1/mg of protein, respectively (no heme a was 

spectrophotometrically detected), and was stored at a concentration of 6-10 µM in 50% (v/v) 

glycerol and 0.01% 13-D-Iaurylmaltoside at-20 ºC, and diluted to 1 µM before !he assay. 

Determination of inhibitor rafe constants and Kd values for quinone and quino/. Rate 

constants were detennined by using the following equation which describes the time-

dependen! binding of an inhibitor (1) to the enzyme (E): 

(Ea 1 _ -k1 [I}+L1 
[Ea 1 -e 

(1], 

where (E0], is the active enzyme remaining at time t, [E.Jo is the active enzyme before the 

addition of inhibitor (time O), k 1 is the second order rate constant for the binding of the 

inhibitor to the enzyme, and k.1 is the first order rate constan! for the dissociation of the 

enzyme-inhibitor complex. The complete derivation of equation 1 can be found in (17). When 
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[I]>>[Ea]o, the amount of free inhibitor can be considered constant throughout the time course 

of inhibitor binding. Under this condition, the initial rate of cytochrome e reduction is a 

measure ofthe amount ofactive enzyme. Therefore, the time-dependent decrease ofthe initial 

rate at each inhibitor concentration was fitted to a single exponential decay function to obtain 

a pseudo-füst arder rate constant (k' 1) that depended only on the concentration of [I]. k' 1 is 

defined as: 

[2] 

According to equation 2, the value of the second arder rate constant (k1) for the binding of the 

inhibitor to the enzyme was obtained by plotting k' 1 as a function of [I] and fitting the data to 

a straight line, where the slope is k1 and the ordinate is k.1. During the fitting procedure, k.1 

was constrained to positive values. The variation ofthe binding rate constants as a function of 

the concentration of either decylbenzoquinone or decylbenzoquinol (k1 obs) was fitted to a 

competitive binding model according to the following equation: 

k - k1 
1 obs - -:-IQJ 

l+-
[3], 

Kd 

where k1 is the second order rate constan! describing the binding of the inhibitor to the 

enzyme in the absence of quinone or quino! (Q, and Kd is the equilibrium dissociation 

constan! of the bc1-Q complex. Mixed or non-competitive kinetic models resulted in poor 

fitting. All fitting procedures were performed using the Origin 5.0 program (OriginLab 

Corp.). 

Determination of inhibitor binding to the bcr complex with oxidized or reduced Rieske 

protein. The assay medium contained O.O 1 % Tween-20, 1 mM EGTA, and 20 mM of citric 

acid (pl<..J 6.8), Hepes (pK,, 7.5) and Taps (p.Ka 8.4) in arder to efficiently buffer the pH in the 

range of 6.5 to 9. Al! measurements were performed at 30 ºC. No difference was found 

between the spectra of the air-oxidized complex at pH 7.5, where the Rieske protein is more 
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oxidizing than cyto~hrc>me ei, a~d at pH 9, where the redox potential of the Rieske protein 

decreases bel~w th~t o{cytochrome e1 (13), indicating that the Rieske protein was fully 
_. - - - . ' ~ - . ·- . .;_ 

· ~;·coo·=.:--.- -·_:;: ·-

OXidÍzed (Fii r> traces a and b). Comparison with the ferricyanide-oxidized be1 complex 
··:. /· : -,:·:'· .:, 

(Fig. 1, trace'c}-indicated that >97% of cytochrome e1 in the complex was in the oxidized 

state.l n~ c>r air-oxidized enzyme was added to the reaction medium adjusted to the desired 

- pH in a;t mi cuvette containing 30 µM of horse heart cytochrome e and the appropriate 

concentration of decylbenzoquinone. After a 20 s preincubation, the inhibitor was added (time 

O) followed by the addition at different times (8,15, 23, 30, 45 or 60 s) of 16 µM 

decylbenzoquinol. The initial rate of cytochrome e reduction was measured at 550-540 nm (E 

= 19.1 mM"1 cm"1) in a SLM-Aminco DW-2000 dual wavelength spectrophotometer 
. . : _; 

(scanning speed of 1 point/ 0.24 s) duririg the tirst 3~5 s of the reaction. Correction for non-

enzymic reduction was described previously (12). lnitial rates were measured without the 

inhibitor at each of the incubation times, and no decrease in the activity was found up to the 

maximum time (60 s), indicating that the enzyme is stable arid the decrease in activity is only 

due to the interaction with the inhibitor. In order to discard the possible reduction of the 

Rieske protein by endogenous reducing equivalents during the activity assay, binding of 

stigmatellin as a function of pH was also determined with the ferricyanide-oxidized be1 

complex. In this case, 1 µM of air-oxidized be1 complex was incubated with 1 mM of 

potassium ferricyanide. 1 nM ofthis ferricyanide-oxidized complex was added to the reaction 

media described above. Final concentration of ferricyanide in the reaction cuvette was 1 µM. 

Since ferricyanide oxidizes cytochrome e, one of the substrates of the reaction, a short lag of 

up to 5 s was observed after adding decylbenzoquinol before a linear rate could be achieved. 

Reduction of the Rieske protein was achieved by adding 1 mM of freshly prepared 

potassium ascorbate (pH 7.5), to 1 µM be1 complex. Complete cytochrome e1 (and hence 

Rieske protein) reduction was contirmed spectrophotometrically (Fig. 1, trace d), showing 
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1.06 µM ofreduced cytochrome e,. Cytochrome b was completely oxidized, as observed in 

the dithionite minus ascorbate-reduced spectra (Figure 1, trace g), with 2.3 µM of b hemes not 

reduced by ascorbate. Ascorbate-reduced enzyme (1 nM) was added to 1 mi of reaction 

medium (pH 7.5) containing the indicated concentration of decylbenzoquinone. After 20 s of 

preincubation, the inhibitor was added, and after the desired time, 30 µM of horse heart 

cytochrome c.and 16 µM ofdecylbenzoquinol were added simultaneously. The initial rates of 

cytochrome e reduction were used to obtain the kinetic constants as explained above. 

Altematively, reduction of the Rieske protein was achieved by adding different 

concentrations of decylbenzoquinol to 1 nM of the oxidized enzyme in the assay medium at 

pH 7.5. After 20 s, the inhibitor was added, and 30 µM of oxidized horse heart cytochrome e 

was used to start the reaction at different times. Experimental data were treated as explained 

above to obtain the inhibitor binding and dissociation rate constants, and the Kd for 

decylbenzoquinol. Even the lowest concentration of decylbenzoquinol (4 µM) allowed 

immediate full reduction of cytochrome c 1 when added to 1 µM (Fig. J, trace e) or 1 O nM of 

bcr complex (not shown). The decylbenzoquinol minus ascorbate-reduced spectrum showed 

that the same full reduction of cytochrome c1 (and therefore of the Rieske protein) was 

attained by adding ascorbate or decylbenzoquinol (Fig. I, trace i). In addition, 

decylbenzoquinol reduced 28% of cytochrome b, mostly heme btt (peak at 562 nm, see Fig. I, 

trace i). Place Figure 1 here. 
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RESULTS 

Binding and dissociation rate constants for stigmatel/in and myxothiazol in the ful/y 

oxidized be 1 complex. The time-dependent inhibition of the initial rate of the air-oxidized bc1 

complex by stigmatellin and myxothiazol at four different concentrations of inhibitor and in 

the absence of decylbenzoquinone is shown in Figure 2A and 28 at pH 7.5. The second order 

rate constants for the binding of each inhibitor were obtained from the slope of the pseudo

first order rate constants as a function of inhibitor concentration (Fig. 2C). The binding rate of 

stigmatellin was three times higher than for myxothiazol (Table 1). Interestingly, the 

dissociation rate constan! for both inhibitors (k.1), which corresponds to the ordinate value, 

was el ose to zero, resulting in a Kd value in the nanomolar range (Table 1 ). This indica tes 

light binding of myxothiazol and, notably, of stigmatellin to the Qo site when the Rieske 

protein is oxidized. Both the binding and release rate constants for stigmatellin in the air

oxidized enzyme were very similar to those obtained in the ferricyanide-oxidized bc1 complex 

(where 1 µM of ferricyanide was present in the reaction medium during the preincubation 

with the inhibitor), indicating that even in the air-oxidized condition the Rieske protein was 

fully oxidized (Fig. 2C). Place Figure 2 and Table 1 here. 

The iron-sulfur cluster of the Rieske protein is bound to two histidines ( 161 and 141 ), 

with pK. values of -7.6 and 9.2 when the cluster is oxidized (13). Histidine 161 is within 

hydrogen-bonding distance of a carbonyl group of stigmatellin, and quinone and quino! ha ve 

been proposed to bind to the Qo site in a similar position to that occupied by stigmatellin (4). 

In contrast, myxothiazol does not establish any interactions with iron-sulfur residues (5). 

Therefore, binding rate constants for both inhibitors were determined at different protonation 

states of histidine 161, from a >90% (at pH 6.5) to a <4% (at pH 9.0) protonation, in the 

absence of decylbenzoquinone (Fig. 3). The results showed that binding rates were 
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independent of- the protonation state of this residue, and that dissociation rate constants 

remained below 0.005 s"1 at al! pH values (Table 1). The same results far stigmatellin were 

observed if the assays were peñonned in the presence of ferricyanide (Fig. 3), demonstrating 

that the Rieske protein was oxidized in the air-oxidized enzyme. 

The Kd values far decylbenzoquinone, calculated by fitting the variation in the 

observed k 1 far both inhibitors as a function of decylbenzoquinone concentration (Fig. 4), 

showed a similar value at the extreme pH values of 6.5 and 9, and a slightly higher value at 

pH 7.5 (Table 1). This result agrees with our previous finding that the protonation state of 

histidine 161 does not affect the binding of substrate and product (12). These experiments 

were peñormed with the air-oxidized bc1 complex to avoid the lag in the onset of linear rate 

produced by the presence of ferricyanide, which was more pronounced at high concentrations 

of decylbenzoquinone. Nevertheless, full oxidation of the Rieske protein in the air-oxidized 

complex has already been demonstrated according to the results of Figure 2. Place Figure 3 

and Figure 4 here. 

Effect of Rieske protein reduction on ligand binding. Reduction of the bc1 complex 

with ascorbate or decylbenzoquinol slightly increased the affinity of the Q0 site towards 

stigmatellin without affecting myxothiazol binding. (Fig. 5, Table 1 ). In tum, the affinity 

towards decylbenzoquinone, estimated by using either inhibitor, was increased 2-fold in the 

ascorbate-reduced bc1 complex (Table 1). Decylbenzoquinol affinity was slightly decreased 

upan reduction of the Rieske protein as compared to the Km value for this substrate (8 µM) 

under steady-state conditions (12), which can be taken as an approximation of the Kd for 

decylbenzoquinol in the oxidized bc1 complex. The Kd for decylbenzoquinol was not 

modified when ascorbate was used to reduce the Rieske protein instead ofquinol (not shown). 

These results indicate that ligand binding to the Q0 site is only moderately affected by the 

reduction of the Rieske protein. Place Figure 5 and Figure 6 here. 
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DISCUSSION 

Stigmatel/in binds light/y to ali redox forms of the be¡ eomplex. Our finding that 

stigmatellin binds tightly· to the Qo site independently of the redox state of the Rieske protein 

(Table 1) indicates that the 250 mV increase in the redox potential of the iron-sulfur cluster 

induced by this inhibitor (JO) cannot be attributed to a 105-fold tighter binding to the reduced 

Rieske protein (9). In consequence, the proposal ofa stabilized, EPR invisible semiquinone as 

a reaction intermedia te that prevents the transfer of the second electron of quino! to the iron

sulfur cluster is unsupported. The dissociation rate constant in ali conditions was close to 

zero, indicating a Kd value in the nanomolar range (Table 1). The same results were obtained 

when the be1 complex was oxidized with ferricyanide prior to the binding assay, and with this 

oxidant present during the incubation with stigmatellin (Fig. 2C), discarding the possibility of 

reduction of the Rieske protein by endogenous reductants when the enzyme was diluted to 1 

nM. Assuming a constant value for k. 1 in ali redox states of the enzyme, the 50% increase in 

k1 upon reduction of the iron-sulfur cluster would only account for 10 mV of the 250 mV 

increase induced by stigmatellin, according to the equations relating the change in redox 

potential, .1G, and Kd (8). 

We consider that the effect of stigmatellin on the redox potential of the iron-sulfur 

cluster is the result of the stabilization of a conformation, in agreement with recen! studies in 

which mutations in the hinge region of the Rieske protein restrain the soluble domain of this 

subunit from moving away from the interface with cytochrome b (18, 19). Sorne of these 

mutations increase the redox potential of the iron-sulfur cluster up to 150 m V (in the absence 

of stigmatellin or any other ligand). Therefore, it seems likely that the environment 

surrounding the iron-sulfur cluster when the soluble domain ofthe Rieske protein is in contact 

with cytochrome b, a conformation which is also stabilized by stigmatellin according to 
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crystal structures (20,21), is the cause of the increase in the redox potential of the iron-sulfur 

cluster. This conclusion is also supported by the observation of a stigmatellin-induced 

increase of only 90 mV in the redox potential of the Rieske protein in sorne of the 

immobilized-Rieske protein mutants (19). Our results (Table 1) also imply that, rather than 

changing the redox dependence of stigmatellin binding, mutations in the hinge region of the 

Rieske protein stabilize a conformation on which the binding of stigmatellin has little further 

effect. The condition in which the Rieske protein has been removed from the bc1 complex, 

causing the Kd for stigmatellin to increase to 50 µM (JO), may resemble the position observed 

in crystal structures in which the soluble domain of the Rieske protein is al the c 1 interface 

(20, 21), where stigmatellin binding would be unfavorable. The 50% tighter binding of 

stigmatellin upon reduction of the Rieske protein found in the present work suggests a slight 

shift of the equilibrium between the different positions of the soluble domain of this subunit 

towards the cytochrome b interface. Thus, light binding of stigmatellin to the Q0 si te occurs 

when the soluble domain of the Rieske protein (oxidized or reduced) is in contact with 

cytochrome b (5, 21). Therefore, an importan! conclusion derived from our results is that the 

redox potential of the oxidized iron-sulfur cluster of the wild-type Rieske protein increases 

250 mV when this subunit is in the "b position", as has been observed in the Rieske protein 

mutants that constrain the movement ofthis subunit (18, 19). 

By measuring the oxidation of cytochrome c1 caused by the stigmatellin-induced 

increase in the redox potential of the Rieske protein at alkaline pH values, Zhang et al. (22) 

estimated binding rate constants which were almost 30 times lower than the values reported in 

the present work. These differences cannot be attributed to the different concentration and 

type of detergent used (which could in principie modify the effective concentration of 

inhibitor in the bc1 complex micelles), since the k1 value for stigmatellin assayed in 0.05% of 
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lauryl maltoside (22) under our experimental conditions was 1.5 x 106 M"1s"1 (not shown), 15 

times higher than the values calculated by Zhang et al. (22). 

Two factors could explain the lower k1 values obtained from cytochrome e 1 oxidation 

induced by stigmatellin: 1) Cytochrome e 1 oxidation induced by stigmatellin is only possible 

when the Rieske protein is oxidized. The be1 complex preparation used by Zhang et al. (22) 

contained only 17% of Rieske protein in the oxidized state. Thus, most of the stigmatellin 

binding occurred to the larger fraction of enzyme with the Rieske protein in the reduced state, 

which is undetected by the methodology used, resulting in underestimated k1 values. 2) 

Electron transfer between heme e1 and the iron-sulfur cluster is not possible when the Rieske 

protein is at the cytochrome b interface (21); therefore, the binding rate constants obtained 

from cytochrome e1 oxidation measurements correspond to the rate of stigmatellin binding to 

be, complex molecules where the Rieske protein is ata position in which its redox potential is 

already higher than that of cytochrome e 1, but still in a sufficiently el ose distance from heme 

e, to allow electron transfer. In contras!, the binding rate constants determined in the present 

work involve binding to all conformations of the be1 complex, including that where the 

Rieske protein is close to cytochrome b, a position in which the redox poten tia! of the iron

sulfur cluster is 250 mV higher than at the interface with cytochrome e 1• This high redox 

potential conformation in the b position can represen! up to 50% ofthe total unbound enzyme, 

according to sorne crystal structures (20), and is more accessible to stigmatellin binding, since 

it is stabilized by this inhibitor (21). 

Hydrogen bonding to histidine 161 is not the main stabi/izingforeefor the binding o/ 

quinone, quino/, and inhibitors. The protonation state of the histidine with pK. 7.5 that binds 

the iron-sulfur cluster did not affect significantly the binding rate constan! of stigmatellin in 

the oxidized be, complex (Fig. 3). Zhang et al. (22) also found little effect of pH between 7.5 

and 9.2 on stigmatellin k, values, which are probably underestimated for the reasons 
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discussed above .. We have proposed that this pKa 7.5 residue corresponds to histidine 161 of 

the Rieske prote~~. since o~r·previous kinetic analysis suggested that this group is a primary 

acceptor of a proton from quino! (12). Electron transfer calculations and simulations also 

· point to deprotonated histidine 161 as the residue that receives a proton from quino! 

simultaneously to thé iron-sulfur cluster reduction (23, 24). Even though this residue is in 

hydrogen-bonding distance to the carbonyl of stigmatellin (5), our observation of pH and 

redox independent binding of stigmatellin suggests a more important role for the interactions 

between the hydrophobic side chain ofthe inhibitor and cytochrome b residues in determining 

the tight binding behavior of stigmatellin. In agreement with this last proposal, Ohnishi et al. 

(25) found that modifications of the side chain of stigmatellin (displacement or removal of 

methoxy groups and saturation of double bonds) decrease the affinity towards this inhibitor 

· · severa! orders of magnitude. Moreover, sorne of these derivatives, with a higher 

hydrophobicity than stigmatellin, induced a shift in the redox potential of the Rieske protein 

of~nly 80-90 mV, despite having the same carbonyl that is in hydrogen-bonding distance to 

'hi~tidine 161. Hydroxydioxobenzothiazoles (26) and hydroxynaphthoquinones (27) cause 

redox potential shifts similar to those induced by stigmatellin derivatives with modified side 

chains (-70 mV), even though they also possess the carbonyl group. 

Genetic evidence also points to an importan! role of cytochrome b residues in 

determining the tight binding of stigmatellin (28). Severa! residues at which mutations confer 

resistance to this inhibitor, such as methionine 125, phenylalanine 129, isoleucine 147, and 

leucine 295, are within 3-4 angstroms from side chains atoros of stigmatellin (5). Glutamate 

272 hydrogen bonds to a hydroxyl group from the chromone moiety of stigmatellin, while 

other residues, such as glycine 137, asparagine 256, and tryptophan 273 appear to be 

important for determining the overall conformation of the stigmatellin binding pocket. These 

findings indicate that tight binding of stigmatellin (and its associated conformational and 
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redox potential changes in the Rieske protein) cannot be attributed to a single strong hydrogen 

bond between the inhibitor and histidine 161 of the Rieske protein. However, since crystal 

structures clearly show a hydrogen bond between stigmatellin and histidine 161 ( 4, 5), it is 

probable that the inhibitor recruits a proton to establish the hydrogen bond once it has bound 

to its site. 

It was previously shown that the protonation state of the pK. -7.5 residue, probably 

histidine 161 of the Rieske protein, affected slightly the affinity of the bc1 complex towards 

quinone without affecting the Km value for quino! (12). Instead, quinone binding was 

modified by groups with pK. of 5.7 and 9.2 (probably glutamate 272 of cytochrome b and 

histidine 141 ofthe Rieske protein). In agreement with previous work, the Kd values obtained 

for quinone (Fig. 4, Table 1) showed a maximum at pH 7.5, slightly decreasing towards more 

acidic and basic pH values, probably as a result of the influence of other protonatable groups. 

Furthermore, the Kd value of 10-15 µM (Fig. 6) obtained for quino! with the reduced Rieske 

protein, where histidine 161 is expected to be fully protonated because ofthe shift in its pK, 

from 7.6 to >11 (13), was similar to the previously reported Km values obtained from 

measuring the steady-state activity between pH 6.7 and 9 (12). Since these Km values are an 

approximation ofthe Kd for quino) in the oxidized enzyme (where histidine 161 has a pK. of 

7.6), it follows that the affinity towards !he substrate is not affected by the redox state of the 

bc1 complex. Therefore, our present results support the proposal that a particular protonation 

state of histidine 161 is not essential for ligand binding to the Q0 site, even though ligands 

could recruit or eliminate a proton in this residue after binding. 

The insensitivity of myxothiazol binding to both the redox state of Rieske protein and 

the protonation state of the pK. 7.5 histidine of the Rieske protein was expected, considering 

that crystals structures show no interaction between this inhibitor and any Rieske protein 

residues (5). In contras!, methoxyacrylate inhibitors, which bind to the Q0 site subdomain 
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proximal to heme bdike myxothiazol (5), undergo a decrease in their Kd values as the redox 

centers of the ~d1 c~mplex are sequentially reduced (29). In addition, the binding of these 

reversible inliibft:ors is favored by the deprotonation of histidine 161 (29). Notably, we found 

that myxothiazol is a purely competitive inhibitor with respect to quinone and quino), in 

contrast with the mixed-type inhibition pattem found for methoxyacrylates · (30). These 

differences may be attributecl to the smaller size of the methoxyacrylate compounds, which 

allows the simultaneous binding of quinone and methoxyacrylate to the Q0 site. Moreover, the 

weaker interaction of methoxyacrylates with cytochrc:ime b might additionally cause their 

binding to be more sensitive to subtle confonnational changes derived from either the 

reduction ofredox centers or the deprotonation ofresidues in the Rieske protein. According to 

mutational studies (28) and crystal structures (5), sorne residues which also interact with 

stigmatellin, such as methionine 125, phenylalanine 129 and leucinc 295, are within 3-4 

angstroms of myxothiazol side chain atoms. Other residues which specifically confer 

sensitivity to myxothiazol, such as alanine 126 and glycine 143, are also at close distance 

from side chain atoms. Two other residues (tyrosine 132 and phenylalanine 275) surround the 

amide group ofthe methoxyacrylate moiety (5), and their mutation confers resistance to both 

myxothiazol and methoxyacrylates. (28). Therefore, as is thc case with stigmatellin, the 

tightly-bound nature of myxothiazol inhibition results mainly from interactions between 

cytochrome b residues and the inhibitor side chain. 

Implications for the mechanism of quino/ oxidation. Contrary to proposals that 

question the binding of quinone to the Q0 site (31), our kinetic analysis directly demonstrates 

that quinone and quino!, despite being undetectable in crystal structures, bind to the Qo site in 

competition with stigmatellin and myxothiazol. However, our results indicate that there is no 

basis for the assumption that the hydrogen bond between histidine 161 and the Q0 site ligand 

is involved in a strong ligand stabilization upon reduction of the iron-sulfur cluster (8). 
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Furthennore, tight binding of inhibitors to the Q0 site should be attributed to the structure of 

the hydrophobic side chains of stigmatellin and myxothiazol, which are considerably different 

from the isoprenoid chain of ubiquinone or the aliphatic tail of decylbenzoquinone. Thus, 

stigmatellin and myxothiazol should not be considered as analogues of a highly stabilized 

semiquinone with respect to their tightly-bound nature. Our results are consisten! with models 

of quino! oxidation that propose a highly unstable semiquinone (3,7), which is rapidly 

oxidized by heme bL, thereby ensuring the bifurcation of electrons required to translocate 

protons in the ber complex. If a single quino! molecule binds to the Qo si te ( 4), the unstable 

semiquinone formed after Rieske protcin reduction could rapidly move to the Oo site 

subdomain proximal to heme bL to be oxidized. It is likely that such movement also occurs 

with quino! and quinone, as suggested by the finding that substrate and product binding is not 

dependen! on hydrogen bonding to histidine 161 ofthe Rieske protein (12, see also Table 1), 

explaining why quinone is not detected in the Q0 site of crystallized be1 complexes (5). 

Moreover, in the light of mutational studies which constrain the Rieske protein to the 

cytochrome b interface (18,19), the light binding of stigmatellin to the ber complex, 

independently ofthe redox state ofthe Rieske protein, indicates that the redox potential ofthe 

iron-sulfur cluster is 250 mV more oxidant in the b position as compared to the freely moving 

subunit. This implies that the Rieske protein facilitates the first oxidation of quino! by 

becoming more oxidant when in contact with the Q0 site, and becomes more reducing at the 

cytochrome c1 interface in order to efficiently transfer electrons to this subunit. 
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FOOTNOTES 

1 
Abbreviations: bc1 complex, ubiquinol-cytochrome e oxidoreductase; EPR, electron 

paramagnetic resonance; k' i. pseudo-first order rate constant; ki. second order binding rate 

constant; k.i. first order release rate constant; Kd, dissociation constant; Km, Michaelis-Menten 

constant; heme bL, low-potential b-type heme; heme b11 , high-potential b-type heme. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure J. Spectra of purified bovioe heart bc1 complex 1 µM with differeot 

reductaots. (a) Air-oxidized, pH ·1.5; (b) air-oxidized, pH 9; (e) potassium ferricyanide 

(lmM)-oxidized; (d) ascorbate (lmM)-reduced; (e) decylbenzoquinol (4 µM)-reduced; (f) 

dithionite-reduced; (g) dithionite- minus ascorbate-reduced; (h) dithionite- minus 

decylbenzoquinol-reduced; (i) decylbenzoquinol- minus ascorbate-reduced. Spectra were 

carried out in the reaction medium described under Experimental Procedures. All spectra, 

except (b), were obtained al pH 7.5. 

Figure 2. Determination of kinetic rate constants for stigmatellin and 

myxothiazol binding to the oxidized bc1 complex at pH 7.5. Pseudo-first order rate 

constants (k' 1) for various concentrations of stigmatellin (A) and myxothiazol (B) in the air

oxidizc:zd bci complex were obtained by fitting each time-dependen! inhibition of the initial 

rate to a first-order decay function. The slopes (± standard error of the fitting) obtained by 

linear fitting of the k' 1 vs. inhibitor concentration data (C) correspond to the second order 

binding rate constants (k1) for stigmatellin in the air-oxidized complex (2.8 x 106 M"1 s· 1
, 

filled squares), in the ferricyanide-oxidized enzyme (2.9 x 106 M"1 s·1
, open squares), and for 

myxothiazol in the air-oxidized complex (8 x 105 M"1 s"1
). The ordinate values correspond to 

the dissociation rate constants (k.1), which were O for stigmatellin in both air- and 

ferricyanide-oxidized conditions (values of -0.004 were obtained if the ordinales were not 

constrained to positive values), and 0.00037 ± 0.001 for myxothiazol. 
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Figure 3. Binding rate constants for stigmatellin and myxothiazol blnding to the 

oxidized bc1 complex as a function of pH. Detennination of binding rate constants at each 

pH value was detennined as shown in Figure 2. In the case of stigmatellin, filled symbols 

correspond to values obtained in the air-oxidized enzyme, and open symbols to those 

detennined in the ferricyanide-oxidized complex. 

Figure 4. Determination of Kd for decylbenzoquinone in the oxldized bc1 complex 

as a function of pH. Observed binding rate constants (k1 obs) for stigmatellin (left panels) 

and myxothiazol (right panels) as a function of decylbenzoquinone concentration at pH 6.5 

(upper panels), pH 7.5 (middle panels), and pH 9 (lower panels) were fitted to equation 3 

(Experimental Procedures). lnserts: pseudo-first order rate constants (k' 1) at different inhibitor 

concentrations from which k1 and k.1 values were obtained as shown in Figure 2. See Table 1 

for fitted values. Ali detenninations were performed in the air-oxidized complex. 

Figure S. Binding of stigmatellin, myxothiazol and decylbenzoqulnone to the 

ascorbate-reduced bc1 complex. Observed binding rate constants (k1 obs) for stigmatellin 

(left panel) and myxothiazol (right panel) as a function of decylbenzoquinone concentration 

were fitted to equation 3 (Experimental Procedures). See Table 1 for fitted values. lnsert: 

pseudo-first order rate constants (k'1) at different inhibitor concentrations from which k1 and 

k.1 values were obtained as shown in Figure 2. 

Figure 6. Binding of stigmatellin, myxothlazol and decylbenzoquinol to the 

decylbenzoquinol-reduced bc1 complex. Observed binding rate constants (k1 obs) for 

stigmatellin (left panel) and myxothiazol (right panel) as a function of decylbenzoquinol 
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concentration were fitted to equation 3 (Experimental Procedures). See Table 1 for fitted 

values. Inserts: pseudo-first order rate constants (k.1) at different inhibitor concentrations from 

which k1 and k.1 values were obtained as shown in Figure 2. 
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Table 1: Kinetic parameters ofstigmatellin, myxothlazol, qulnone, and qulnol blndlng to 

fully oxidized and Rieske protein reduced bovine bc1 complex. 

Redox state Stigmatellin Myxothiazol 

k1 k.1 Kdl KdQC k1 k.1 Kdl 

(x 106 M"1s-1) (s"I) (nM) (µM) (x 106 M"1s"1) (s"I) (nM) 

Oxidized pH 6.5 2.6 ± 0.2ª <0.005 <I 36±6 0.88 ±0.01 <0.004 <5 

Oxidized pH 7.5 2.5 ±0;1• . <0.001 <0.4 46±4 0.78 ±0.04 <0.003 <3 

Oxidized pH 9 2.2 ±0.1ª <0.002 <0.9 32±3 0.74±0.04 <0.003 <4 

< Áscoi-bate-reduced 4 ± 0.14 <0.004 <I 16± 1 0.83 ±0.02 <0.003 <3 

Decylbenzoquinol- 3.5±0.2 <0.004 <I 15±2 0.81 ±0.02 <0.004 <4 

reduced 

Data ± standard error of the fitting. 

• Data obtained from fitting data in Figure 4. 

b Kd value for the inhibitor, corresponding to k.11k1• 

e Kd value for decylbenzoquinone in the oxidized and ascorbate-reduced bc1 complex, and for 

decylbenzoquinol in the decylbenzoquinol-reduced complex. Values were obtained by fitting 

the observed k1 values of each inhibitor at different concentrations of quinone or quino! to 

equation 3 (Experimental Procedures). 

KdQC 

(µM) 

26± 1 

40±4 

23±3 

22±2 

10±4 
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INBOX: 50 de 59 Mover 1 l:rulli!.r leste mensaje a: ::::J 
Eliminar 1 Responder 1 Responder a todos 1 Reenviar 1 Bfil!!!:!9.!r 1 Reanudar 1 Guardar 
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Fecha Fri, 13 Sep 2002 06:36:31 -0400 

De dbodmer@asbmb.fascb.org* 

Para covianrny!@correo.unam.mx* 

Asunto From the JBC re: Manuscript M2:08060 

Partes rr.1 íflJ.e.rrutl 

M2:08060 
Dear Dr. Covián: 

Your manuscript entitled "Tight binding of inhibitors to bovine bel 
complex 
is independent of the Rieske protein redox state. consequences fer 
semiquinone stabilization in the quinol oxidation site" has been reviewed 
by a member of the Editorial Board. I am pleased to report that the 
reviewer's overall evaluation was positive. The reviewer asks that you 
conduct ene additional control to establish that the Rieske protein is 
fully oxidized in the "air oxidized" enzyme. Other suggestions are 
provided fer revising the text (see attached reviewer comments). The 
concerns must be addressed before the manuscript can be accepted fer 
publication. 

We welcome a revised manuscript that addresses the concerns of the 
reviewer. Please return your revised manuscript via the JBC Electronic 
Submission site (http://www.1bc.org/submit). The manuscript must be 
accompanied by a cover letter in which you provide a point-by-point 
discussion of the changes made. Please note that the revised manuscript 
must be submitted within four months or it will be considered a new 
manuscript. 

You may submit the revised manuscript as a single PDF file or as individual 
source files far text and figures. However, source files will be required 
if the manuscript is accepted for publication. If you submit only a PDF 
file for the revised manuscript, there may be a delay in time to print 
publication due to the additional submission and processing of source file. 
Therefore you are encouraged to submit source files fer the revised 
manuscript. The following points should be considered when preparing these 
source files: 

*Your text files must be created in Microsoft Word version 6.0 or later. 
*Graphic files must be in high resolution TIFF or EPS format, 
*Complete instructions of preparation of text and graphic files can be 

found at 
www.jbc.org/misc/itoa.shtml 

It is crucial that you review the revisad version of your manuscript with 
great care befare submission. If your paper is accepted, we will publish 
your manuscript in JBC Papers in Press on the day of acceptance. A 
description of JBC Papers in Press can be found at http://www/ibc/org. 

To save time, I am sending you this letter and the reviewer's comments by 
email. Thank you fer giving us the opportunity to consider your work. I 
look forward to receiving your revised manuscript. 

Yours sincerely, 

Judith s. Bond 
Associate Editor 

Attachment: 

Comments fer author: 

This is a carefully conducted study that comes to two provocative 
conclusions regarding the binding of inhibitors, especially 
stigmatellin, to the Qp pocket on the yeast bel complex. By examining 
the pH dependence of inhibition the authors conclude that the binding of 
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.Mailbox: From the JBC re: Manuscript M2:08060 

stigrnatellin is largely independent of hydrogen bonding to His-161 of 
the Rieske protein. By examining the dependence of inhibition on 
redox-state of the Rieske protein they conclude that the binding is not 
dependent on the Rieske protein being reduced. Although contrary to the 
most widely accepted current views, both of these conclusions are 
feasible, provided that the authors' data is salid. 

In arder to solidify their argument and make their conclusions fully 
consistent with their data, sorne additional experimentation and 
revisions are required as follows. 

Tne optical spectra demonstrating that the bel complex is oxidized 
were obtained at 1 micromolar enzyme, while the enzyme assays were 
performed with 1 nanamolar enzyme. Although the optical spectra show 
that the enzyme is oxidized, there is a good possibility that the Rieske 
protein in the "air oxidized" enzyme under the conditions of their 

assay 
has become spontaneously reduced by endogenous reducing equivalents ·in 
the enzyme, To exclude this possibility these experiments need to be 
repeated with ferricyanide oxidized enzyme; otherwise the conclusiori 
regarding the Rieske 
redox-state is not convincing. 

Assuming that the ferricyanide oxidized enzyme yields the sáme 
results as the "air oxidized" enzyme, the authors should·.then 

state ,,: .·- .. ' .. ;,,,; · . 
explicitly that the redox potential of the Rieske clusteris'increased 
-250 mv when the Rieske protein is in ttie "b position," This 

important 
conclusion should be emphasized more in their discussion, 

rt is an over-simplification to state that "binding of 
? • inhibi tors 

is independent of the protonation state of histidine 161." The crystal 
structures of both bovine and yeast enzyme show quite clearly that there 
is stigmatellin in hydrogen bonded to this histidine. It is most likely 
that the hydrophobic interactions of the sidechain provide most of the 
binding energy, as indicated by the authors, but that stigmatellin then 
recruits as proton to form the hydrogen bond as it binds. The authors 
should reword 
this section of their Discussion appropriately, 

The discussion about double occupancy on pl6 should be dropped, It 
is not possible to compare the NMR results, which were obtained with 
>100 micromolar enzyme concentration, with the currents results, which 
were obtained with enzyme at concentrations 5 orders of magnitude less, 

There is a substantial body of genetic evidence regarding binding 
of stigmatellin and myxothiazol that should be reconciled with the 
authors' interpretation of their current results. In that regard the 
authors should show in the crystal structure of the yeast enzyme the 
location of the mutations that confer resistance to stigmatellin and 
myxothiazol and rationalize the location of those mutations with their 
conclusions regarding the structural determinants of inhibitor binding, 
The relevant mutations are compiled in Ref. l and Brasseur et al, (1996) 
Biochim. 
Biophys. Acta. 1275, 61-69 and the crystal structure and pdb accession 
number of the yeast enzyme are described in Hunte et al, (2000) 
Structure, 8, 669-684. 

A revised manuscript that addresses these criticisms could be 
reconsidered far publication. 
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October 1•1
, 2002 

Judith S Bond, PhD 
Department ofBiochemistry & Molecular Biology, Hl71 
The Pennsylvania State University 
Hershey PA 17033-0850 

Dear Dr. Bond: 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Thank you for your letter of September 12 conceming the evaluation of our manuscript 
number M2:08060 entitled entitled "Tight binding of inhibitors to bovine be 1 
Complex is independent ofthe Rieske protein redox state. Consequences for 
semiquinone stabilization in the quino! oxidation site". We were invited to resubmit the 
paper after attending the points raised by a member ofthe Editorial Board. In the 
enclosed revised manuscript, we have carefully addressed the reviewer suggestions. A 
point-by-point description ofthe changes made is detailed below: 

J. The additional experiment suggested by the reviewer was carried out. The 
determination of stigmatellin binding betwcen pH 6.5 and 9 was repeated using 
1 uM be 1 complex oxidized with 1 mM fcrricyanide. The spectrum of this 
ferricyanide oxidized enzyme is now shown in Figure 1, trace c. The 
concentration ofthis oxidant after diluting the enzyme in the reaction media was 
l uM, a 1000-fold excess with respect to the final enzyme concentration (lnM). 
This is now described in thc Experimental Procedures section, on page 7, second 
paragraph. The binding rates for stigmatellin with the ferricyanide-oxidized 
enzyme were cssentially the same to those estimated with the air-oxidized 
enzyme. These new data are shown in Figures 2C and 3; in consequence, the 
text was modified in the Results and Discussion sections on page 9, lines 11-15; 
page 10, lines2-4; and on page 11, lines 8-12. In addition, the spectrum ofthe air 
oxidized enzyme at pH 9 (where all the electrons present in the Rieske protein 
are expected to reduce cytochrome c 1 beca use of the sharp decrease of the iron
sulfur redox potential at alkaline pH values) is shown in Figure 1, trace c. This 
spectrum shows that over 97% ofthe enzyme is oxidized in the air oxidized 
condition. 

2. According with the reviewer, the conclusion that the redox potential ofthe 
Rieske protein is increased by 250 m V in the b position has been emphasized in 
the Discussion section on page 12, lines 16-19; page 13, lines 16-17; and in the 
last 7 lines of page 17. 

3. The section conceming the dependence of ligand binding with respect to the 
protonation state ofHis 161 has been reworded, as suggested by the reviewer. 
Thus, the Discussion subtitle at the end of page 13 was changed, lines 2-5 of 
page 15 were added, and lines 19-21 ofthe same page were modified to 
emphasize that hydrogen recruiting probably occurs upon ligand binding. 

4. The discussion about double occupancy, along with one reference, was deleted 
from the text. 

5. Genetic and mutational evidence supporting our conclusions was added to the 
discussion on page 14, lines 18-24 (conceming stigmatellin resistance 

111 



mutations), and on page 16, lines 10-17 (regarding myxothiazol). One new 
reference (28) was added. 

Except for the changes specified in this letter, the rest ofthe text was unaltered. We 
would like to thank the reviewer for his (her) suggestions, which have certainly 
strengthened the conclusions of our paper. We hope the revised manuscript may be 
found acceptable for publication. 

Yours truly, 

Raúl Covián 
Department of Biochemistry 
Instituto Nacional de Cardiologia 
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Fecha Wed, 2 Oct 2002 07:40:12 -0400 

De dbodrner@asbmb.faseb.org~ 

Para covianrnul@correo.unam.mx 11 
Asunto Frorn the JBC re: Manuscript M2:08060 

Partes jtij Cfuentel 

M2:08060 Revised 

Oear Dr. covian: 

Your revised manuscript entitled "Tight binding of inhibitors to 
bovine bel complex is independent of the Rieske protein redox state. 
Consequences for semiquinone stabilization in the quinol oxidation site" 
has been accepted for publication and is tentatively scheduled for a 
oecember/January issue. You will receive page proofs in approximately six 
weeks; please return promptly to expedite publication. You will be billed 
after publication for page charges, reprints you order, half-tone, electron 
micrographs and authors' alterations as applicable. The current charge for 
half-tone figures is $20.00 each plus $120.00 if you order special paper. 
Color figures, if any, will be charged at a rate of $300.00 per figure. 

Your paper will first be published on the day it was accepted as a JBC 
Papers in Press and can be seen at www.jbc.org. 

Sincerely, 

Judith s. Bond 
Associate Editor 

Attachment: 

JBC publishes a colored illustration relevant to an article in the same 
issue. The cover illustration should be scientifically interesting and 
visually attractive and should NOT be a complex, data laden figure. The 
illustration submitted need not be a figure in the paper but should be 
closely related to the subject of the paper. To submit an illustration for 
consideration please send a high quality color PRINT (we cannot accept 
electronic figures). The print must be at least 7 inches wide by 6 inches 
tall to be considered. The figure can be larger but must be in the same 
proportion as 7 inches wide by 6 inches tall or it will not be considered. 
Include also an explanatory caption of 50-60 words as well as the 
manuscript number. Send to; Kristine Quino, Oept. of Biological Sciences, 
371 serra Mall, Stanford University, Stanford CA, 94305-5020 (650-725 4819) 
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3.3 Caracterización de la resistencia a mixotiazol en el complejo hc1 de 

Euglena gracilis. 

En este trabajo, se determinó el tipo de inhibición que ejercen la 

estigmatelina y el mixotiazol sobre la actividad del complejo bc1 de Euglena 

gracilis. se· encontró que, a diferencia de lo que ocurre en el complejo bc1 de 

los tripanosomátidos (los organismos más cercanos filogenéticamente a E. 

gracilis), la estigmatelina es un inhibidor fuertemente unido (Kd <1 nM). El 

mixotiazol, en cambio, mostró ser un inhibidor competitivo simple (K¡ = 2 

µM), lo que implica que su unión es reversible. En consecuencia, la resistencia 

a mixotiazol en Eug/ena se traduce como la pérdida del carácter fuertemente 

unido de este inhibidor. 

Puesto que los residuos que confieren resistencia al mixotiazol en 

tripanosomátidos (Thr 13 7 y Ser 256 del citocromo b) también confieren 

resistencia a la estigmatelina, se concluye que probablemente el citocromo b 

de Euglena tiene en estas posiciones los residuos conservados en organismos 

sensibles a estigmatelina (Gly 137 y Asn 256). Además, el citocromo b de 

Eug/ena probablemente tiene isoleucina en la posición 147, en vez de la 

fenilalanina que también contribuye a la resistencia a la estigmatelina en 

tripanosomátidos. Probablemente Euglena presente substituciones en alguno o 

en varios de los residuos cuya mutación confiere resistencia sólo a mixotiazol 

(Ala 126, Tyr 132, Gly 143, y Phe 275). Sin embargo, otra posibilidad es que 

el citocromo b de Euglena sí comparta los mismos residuos con los 

tripanosomátidos en estas posiciones, pero que otras mutaciones hayan 

revertido el fenotipo a uno sensible a estigmatelina, pero resistente a 

mixotiazol. 
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Para concluir este trabajo, se busca identificar las subunidades que 

corresponden al citocromo b y a la proteína fierro-azufre en el complejo be1 

aislado de Euglena. Con este fin se han realizado inmunoensayos utilizando 

anticuerpos generados contra estas subunidades en el complejo de bovino y se 

están empezando a obtener secuencias de aminoácidos del extremo amino 

terminal o de regiones internas de las subunidades identificadas con los 

anticuerpos. Los resultados que se han obtenido hasta ahora sugieren que la 

proteína fierro-azufre es una subunidad con mayor peso molecular (30 kDa) 

que el de la mayoría de los complejos be1 (20-25 kDA), como ocurre en 

tripanosomátidos. Por otra parte, se ha identificado tentativamente con 

anticuerpos contra el citocromo b de bovino a una subunidad de 1 7 kDa, 

bloqueada en el amino terminal. Esto implicaría que el citocromo b de 

Euglena se encuentra fragmentado en más de una subunidad, lo cual podría 

afectar la estructura del sitio Q0 , y por tanto la unión de inhibidores como el 

mixotiazol. 

A continuación se presenta la primera versión del manuscrito en 

preparación conteniendo estos resultados. 
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CARACTERIZACIÓN DE LA RESISTENCIA A MIXOTIAZOL EN EL 

COMPLE.JO bc1 DE Euglena gracilis 

INTRODUCCIÓN 

El complejo be1 (quinol-citocromo c oxidorreductasa) de varios 

organismos protistas presenta resistencia a inhibidores clásicos tales como la 

antimicina (ciliados), el mixotiazol (ciliados y tripanosomas), o la 

estigmatelina (tripanosomas) [l]. Este comportamiento anómalo se ha 

relacionado con el bajo grado de conservación que presenta a nivel de 

secuencia el citocromo b de los protistas con respecto a animales plantas, y 

hongos [2]. Esta alta divergencia del citocromo b de protistas es un reflejo de 

las grandes distancias evolutivas que separan a los organismos agrupados en 

este reino, Este hecho hace del citocromo b un blanco potencial de drogas que 

actúen como antagonistas de la quinona y que sean específicos para las 

mitocondrias de protistas parásitos [ l ]. Por otra parte, las substituciones 

inusuales que confieren resistencia a inhibidores permiten utilizar al complejo 

bc1 de estos organismos como mutantes naturales que pueden ayudar a 

dilucidar aspectos mecanísticos de la oxidación de quinol, reacción clave en la 

conservación de energía en este complejo respiratorio. 

El complejo be 1 del protista Euglena gracilis comparte características 

poco usuales con la enzima de tripanosomas, como lo es la presencia de un 

solo enlace tioéter entre el hemo y el apocitocromo c 1 [3]. Esto produce un 

desplazamiento de 9 nm hacia el rojo del máximo de absorción de esta 

subunidad en la banda a del espectro visible. Por otra parte, se ha reportado 

que en membranas mitocondriales de Eug/ena el mixotiazol inhibe sólo 

parcialmente la actividad de quinol-citocromo e oxidorreductasa [4,5], aunque 
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los intentos previos que se han hecho por purificar el complejo bc1 de este 

organismo en estado activo han fracasado [4]. Además, la secuencia del 

citocromo b en este organismo es desconocida, ya que no ha sido posible 

clonar el gen para esta subunidad ni aún utilizando sondas de ADN del 

citocromo b de tripanosomas, con quienes Euglena está mas cercano 

filogenéticamente [6]. Esto sugiere que el citocromo b de este organismo es 

poco usual, incluso dentro de los protistas. 

En este trabajo hemos obtenido una preparación pura y activa del 

complejo bc1 de mitocondrias de Euglena gracilis. Hemos caracterizado 

cinéticamente la unión de la estigmatelina y el mixotiazol, encontrando que 

sólo este último se une al complejo de Euglena de manera diferente a como lo 

hace en complejos bc1 típicos de mamíferos. Además hemos identificado 

tentativamente al citocromo b de este organismo como una subunidad de 17 

kDa, lo cual sugiere una partición del gen para esta subunidad. 

MATERIAL Y METODOS 

Purificación del complejo bc1 de Euglena gracilis. Se cultivaron células 

de Euglena gracilis cepa Zen medio Hutner modificado [7], y se cosecharon 

los cuatro días de cultivo (fase estacionaria temprana). Las mitocondrias se 

obtuvieron por sonicación y centrifugación diferencial como se ha descrito 

anteriormente [8], y se congelaron a - 70 ºC. Para obtener el complejo bc1 

purificado, se siguió el método descrito en [9], consistente en solubilizar las 

mitocondrias con f3-D-lauril-maltósido (en este caso se usaron 1.5 mg de 

detergente/mg de proteína) y aplicar el sobrenadante del solubilizado a una 

columna de DEAE Bio Gel A (Bio Rad). Tras un gradiente de NaCI de 100 

mM a 300 mM, las fracciones de color rojo se aplicaron a una columna de 
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DEAE Sefarosa (Sigma), de la cual se eluyó el complejo bc1 tras aplicar un 

gradiente de NaCI de 100 mM a 400 mM. Tras concentrar en membrana de 

Amicon de 30 kDa, se diluyó la muestra con 50% de glicerol (v/v) y se guardó 

a -20 ºC. L~ preparación contenía 3.1 y 2 nmol de hemo b y ci/mg de 

proteína, respectivamente, utilizando coeficientes de extinción reportados para 

otros organismos [10,11]. No se detectó hemo a espectrofotométricamente, ni 

actividad de citocromo c oxidasa utilizando 30 µM de citocromo c reduCido de 

caballo. 

Determinación de la actividad del complejo be 1 y del tipo de inhibición 

de la estigmate/ina y el mixotiazol. Se diluyó el complejo purificado a una 

concentración de 1 µM en un medio con 50 mM de Tris (pH 8.0), 50 % de 

glicerol (v/v), y O.O 1 % de Tween 20. El medio de actividad contenía 50 mM 

de Hepes, 20 mM de citrato de sodio, y 0.01% de Tween 20, pH 7.4. Se 

añadió 2 nM del complejo puro a l mi de medio de actividad que contenía 30 

µM de citocromo c oxidado de caballo y la concentración deseada de 

decilbenzoquinol. Los datos se ajustaron a la siguiente ecuación de inhibición 

por sustrato: 

(1), 

en donde v es la velocidad inicial, V m es la velocidad máxima, Km es la 

constante de Michaelis para el quino} ([S]), y K¡5 es la constante de inhibición 

que indica al afinidad de un segundo sitio hacia el quinol y donde éste actúa 

como inhibidor no competitivo de la reacción. 

Para la determinación del tipo de inhibición de la estigmatelina, se 

añadieron a 1 mi de medio de actividad 30 µM de citocromo c oxidado de 
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caballo y la concentración deseada de decilbenzoquinona. Entonces, se añadió 

2 nM de la enzima purificada, y tras 20 s, la concentración indicada de 

estigmatelina (tiempo cero). Tras el tiempo deseado, se añadió 16 µM de 

decilbenzoquinol (reducido según. se ha reportado en [ 12]), y se midió la 

velocidad inicial de reducción de citocromo e por 4 s en un espectrofotómetro 

de doble haz utilizando la diferencia entre 550 y 540 nm. El tratamiento de los 

datos para obtener las constantes de velocidad de unión (k1) y de disociación 

(k.1) es como se ha descrito anteriormente para la enzima de bovino [13]. La 

ecuación utilizada para ajustar la variación de k1 en función de la 

concentración de quinona fue la siguiente: 

k, 
k1obs=~ 

I+
Kd 

(2) 

En esta ecuación, k1 abs corresponde a la constante de velocidad de unión a 

cada concentración de quinona ([Q]), k1 es la constante de velocidad de unión 

a cero de quinona, y Kd es la constante de disociación del complejo enzima

quinona. 

Para caracterizar la inhibición por mixotiazol, se añadieron al medio de 

actividad 30 µM de citocromo e oxidado de caballo, la concentración deseada 

de decilbenzoquinol, y de mixotiazol. La actividad no enzimática se midió en 

estas condiciones por 20 s antes de añadir 2 nM de complejo bc1 purificado 

para obtener la velocidad inicial de reducción de citocromo c. La actividad no 

enzimática (que se incrementó en función de la concentración de mixotiazol) 

se restó de esta pendiente inicial para obtener la actividad enzimática. Los 

datos se ajustaron a la siguiente ecuación para una inhibición competitiva 

simple con inhibición no competitiva por sustrato: 
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(3), 

donde, además de las variables y constantes contempladas en la ecuación 1, se 

añade la concentración de inhibidor ([I]) y la constante de inhibición de éste 

(K¡). 

Caracterización estructural e identificación de subunidades. El 

complejo bc1 purificado de Eug/ena gracilis y de corazón de bovino se 

sometió a electroforesis desnaturalizante en el sistema de Tris-tricina descrito 

en (14], variando la concentración de acrilamida entre 12% y 20%. El 

logaritmo de la migración relativa contra el peso molecular de estándares 

comerciales (10 k.Da a 200 k.Da) se utilizó para calcular el peso molecular de 

las subunidades del complejo bc1 teñidas con azul de Coomassie. 

Las inmunorréplicas tipo Western [ 15, 16] se realizaron tras transferir a 

nitrocelulosa las subunidades separadas en un gel al 16% de acrilamida. Se 

utilizaron anticuerpos policlonales generados en conejo contra el citocromo b 

(dilución 1:1000) y la proteína fierro-azufre (dilución 1 :5000) del complejo de 

bovino. El segundo anticuerpo estaba conjugado a fosfatasa alcalina para el 

revelado. 

Para obtener secuencias de aminoácidos de las subunidades del 

complejo de Eug/ena, se transfirieron geles al 12% a membrana de PVDF 

(Bio Rad), la cual se tiñó con rojo de Ponceau al 7.5%. Las bandas de proteína 

separaron con SDS y los extremos amino terminales se secuenciaron con la 

reacción de Edman acoplada a un sistema de HPLC, como se ha reportado 

(17]. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Obtención del complejo be 1 de .Euglena gracilis en forma activa. La 

preparación. obtenida en este trabajo de complejo bc1 resultó tener una 

actividad superior a los 100 nmol de citocromo e reducido/nmol bc1 s (Figura 

1), muy semejante a la encontrada en membranas mitocondriales [5], y 

sensible en un 95% a la antimicina (dato no mostrado). La conservación de la 

actividad puede atribuirse al uso del detergente no iónico lauril maltósido, el 

cual ha sido utilizado con éxito en el aislamiento del complejo bc 1 activo de 

una variedad de organismos [9]. El uso de Tritón X-100 para solubilizar las 

mitocondrias en el primer intento de purificar la complejo bc1 de E.gracilis 

[ 4], es capaz de disociar a la proteína fierro-azufre [ 18]. El uso de CHAPS en 

la solubilización de mitocondrias del tripanosomátido Crithidia fasciculata 

resultó también en la inactivación del complejo bc1 desde el primer paso de 

purificación [11]. 

La titulación de la actividad del complejo bc1 de E. gracilis con 

decilbenzoquinol se ajustó mejor a un modelo de inhibición por sustrato que a 

uno hiperbólico simple (Fig. 1). El sitio en el que el quinol inhibe es 

probablemente el que corresponde al sitio de reducción de quinona (Q¡), donde 

también se une la antimicina. De acuerdo con el modelo del ciclo Q [19], en el 

sitio Q¡ el sustrato es la quinona, mientras que el producto es el quino!. Al 

acercarse a la saturación del sitio Q0 , donde el quino! es sustrato, este 

compuesto posiblemente desplaza a la quinona que está en el sitio Q¡, la cual 

probablemente permanece en el complejo durante el proceso de purificación 

[20]. El ajuste a un modelo de inhibición por sustrato implica que la velocidad 

máxima alcanzada en el sitio Q0 es de 270 s·•, en el mismo orden de magnitud 
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que lo observado en el complejo de bovino, al igual que la afinidad por quino! 

Tipo de inhibición de la estigmatelina y el mixotiazol en el complejo be 1 

de Euglena gracilis. La inhibición por estigmatelina en la enzima de Euglena 

resultó ser de tipo pseudoirreversible o fuertemente unido. Como se muestra 

en la Figura 2, el valor de k_ 1 fue muy cercano a cero, mientras que el valor de 

k1 fue de 1.2 x 106 M- 1s-1
, aproximadamente la mitad de lo encontrado en el 

complejo de bovino [13]. La Kd calculada a partir de estos datos se halla en el 

rango subnanomolar, en contraste con lo observado en tripanosomas, donde la 

IC50 para la estigmatelina en membranas mitocondriales es cercano a 1 µM 

[1]. Esto implica que los residuos responsables de la resistencia a la 

estigmatelina en tripanosomas (Thr 137, Phe 147, y Ser 256 del citocromo b 

[l,22]) no son los mismos en el caso de Euglena, o bien, que existen otras 

substituciones que permiten la unión fuerte de la estigmatelina. Al igual que 

en bovino [13], la estigmatelina fue un ligando competitivo con respecto a la 

quinona, lo cual sugiere que existe espacio para un solo ligando del sitio Q0 a 

la vez. 

En contraste, la inhibición por mixotiazol en el complejo bc1 de Euglena 

no fue dependiente del tiempo a las concentraciones usadas, lo que significa 

que su unión no es de tipo fuerte o pseudoirreversible. Por lo tanto, no fue 

posible determinar los valores de k 1 y k_ 1, sino que directamente se determinó 

el valor de K¡ al medir la velocidad inicial variando las concentraciones tanto 

de sustrato como de inhibidor (Fig. 3). El modelo cinético que resultó en un 

mejor ajuste de los datos fue uno competitivo simple donde se considera la 

inhibición por sustrato. En el caso del complejo de bovino, anteriormente 

demostramos que el mixotiazol es un inhibidor competitivo fuertemente 

unido, lo que significa que en Euglena existen cambios estructurales que 
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modifican el grado de reversibilidad del inhibidor, mas no el espacio accesible 

para la unión de ligandos en el sitio Q0 • En cuanto a la naturaleza de estos 

cambios estructurales, se han reportado substituciones en los residuos 

conservados Ala 126, Tyr 132, Gly 143, y Phe 275 que confieren resistencia al 

mixotiazol, pero no a la estigmatelina [22], por lo que. es posible que en el 

citocromo b de Euglena alguna de estos residuos sea diferente. Sin embargo, 

otra posibilidad es que existan cambios más drásticos en la estructura del 

citocromo ben Euglena. 

Patrón electroforético e identificación del citocromo b y la proteína 

fierro-azufre. El patrón de subunidades del complejo bc1 de E. gracilis en el 

sistema de Tris-tricina (Fig. 4) mostró algunas diferencias con respecto al 

reportado previamente [ 4], en el cual se utilizaron los sistemas de Laemmli 

[23], y el de Kadenbach [24] que contiene urea. Por ejemplo, a diferencia del 

reporte anterior [4], en el presente trabajo se distinguen claramente tres 

distintas subunidades de alto peso molecular (las llamadas proteínas core), tal 

como ocurre en el complejo de papa [25], Crithidia [11], y en algunas 

preparaciones de levadura [26]. Por otra parte, una proteína de 37 kDa fue 

identificada como el citocromo b por Mukai et al. [4] en base a una tenue 

tinción de esta banda con la técnica para detección de grupos hemo [27]. Sin 

embargo, puesto que dicha tinción se hizo en gel desnaturalizante, es poco 

probable que los hemos b (no covalentemente unidos) se retengan en el 

apocitocromo desnaturalizado. En nuestra preparación (Fig. 4 ), sólo se 

observan tres proteínas contaminantes tenuemente teñidas en la región 

alrededor de los 37 kDa, que probablemente corresponden a la citocromo e 

oxidasa al comparar con el patrón electroforético ya reportado para este 

complejo [28]. 
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El citocromo b de varios organismos, incluyendo el de tripanosomas, 

muestra una migración relativa que depende de la concentración de acrilamida 

en el gel [29]. Esto puede observarse en el caso del complejo de bovino (Fig. 

4), donde dicha subunidad migra más rápidamente que el citocromo c 1 en un 

gel al 12%. Sin embargo, ninguna subunidad del complejo de Euglena mostró . 

cambios significativos en su peso molecular aparente en función de la 

concentración de acrilamida (Fig. 4). 

Las inmunodetecciones utilizando anticuerpo contra el citocromo b y la 

proteína fierro-azufre de bovino (Fig. 5) identificaron a la banda de 1 7 kDa 

como el posible citocromo b de Euglena, y a la de 32 kDa como la proteína 

fierro-azufre. La secuencia amino terminal de la subunidad de 32 kDa (Fig. 6) 

no mostró identidad significativa en alineamientos con otras proteínas fierro

azufre, lo cual no es sorprendente en vista del bajo grado de conservación de 

esta subunidad en el extremo amino terminal [30]. Las proteína fierro-azufre 

de la mayoría de los organismos oscila entre 20 y 25 kDa [30], mientras que 

en tripanosomas es anormalmente grande (35 kDa), siendo mayor incluso que 

el citocromo c1 [29]. Por lo tanto, al parecer en Euglena esta subunidad 

comparte una estructura global más parecida al de los tripanosomas. La 

subunidad de 1 7 kDa se encontró bloqueada en su extremo amino terminal, lo 

cual concuerda con lo que ocurre en otros citocromos b, donde la maquinaria 

traduccional de la mitocondria inicia los polipéptidos con formilmetionina. 

Si la subunidad de 17 kDa efectivamente es homóloga a cierta región de 

los citocromos b típicos, surge la interrogante de si el resto de la proteína 

corresponde a otra de las subunidades. En el complejo bJ del cloroplasto, el 

equivalente al citocromo b mitocondrial se encuentra fragmentado en dos 

proteínas, el citocromo b6 y la subunidad IV, de 23 kDa y 17 kDa, 

respectivamente [30]. Puesto que el patrón electroforético del complejo de 
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Eug!ena muestra también una subunidad de 24 kDa, se obtuvo la secuencia 

amino terminal de esta proteína (Fig. 6). Sin embargo, no fue posible alinear 

esta secuencia con la de alguna región conservada de los citocromos b. 

~ctualmente se están efectuando esfuerzos por obtener secuencias internas de 

las subunidades de 32, 24 y 17 kDa para permitir una identificación mas 

confiable de estas subunidades como la proteína fierro-azufre, y las dos 

mitades del citocromo b, respectivamente. 
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PIES DE FIGURA 

Figura l. Titulación de la actividad del complejo bc1 purificado de 

Euglena graci/is con decilbenzoquinol. La línea sólida muestra el _ajuste a la 

. ecuación 1 (ver Materiales y Métodos) con Jos siguientes valores: Vmax = 271 

s·1
, Km = 8.3 µM, K¡5 = 27.5 µM. La línea punteada muestra el ajuste a una 

función hiperbólica simple, y Ja línea segmentada indica la velocidad inicial 

en función de la concentración de sustrato eliminando el componente de 

inhibición por sustrato. 

Figura 2. Determinación del tipo de inhibición de la estigmatelina. (A) Las 

constantes de pseudoprimer orden (k' 1) obtenidas a partir de Ja inhibición de Ja 

actividad tras incubar a diferentes tiempos en presencia de las concentraciones 

indicadas de estigmatelina y de quinona se grafican contra la concentración 

del inhibidor. Los valores de las ordenadas (correspondientes a k.1) fueron 

inferiores a 0.003. Los valores de las pendientes (k1) se graficaron contra Ja 

concentración de quinona (B). La línea indica el ajuste a Ja ecuación 2 (ver 

Materiales y Métodos). El valor de k1 en ausencia de quinona fue 1.2 x 106 Mº 
1s·1

, y la Kd para quinona fue de 40 µM. 

Figura 3. Tipo de inhibición del mixotiazol. Las velocidades iniciales en 

presencia de las concentraciones indicadas de quino! y mixotiazol se ajustaron 

a Ja ecuación 3 (ver Materiales y Métodos). Los valores del ajuste fueron: V max 

= 158 s·1
, Km = 3.4 µM, K¡5 = 40 µM, K¡ = 2.3 µM. 
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Figura 4. Patron electroforético del complejo bc1 de Euglena gracilis y de 

bovino en diferentes concentraciones de acrilamida. Las subunidades del 

complejo de bovino (bov) y de E. gracilis (Eug) se muestran al lado de Jos 

marcadores de peso molecular para cada concentración de acrilamida. La 

flecha indica la posición del citocromo b de bovino, cuyo peso molecular 

aparente es de 28.5 kDa (12%), 33 kDa (16%), y 37.2 kDa (20%). 

Figura 5. lnmunodetección de la proteína fierro-azufre y del citocromo b 

de Euglena graci/is. Se muestran las tiras de nitrocelulosa conteniendo las 

subunidades del complejo de bovino (bov) y de E. gracilis (Eug) a los que se 

añadieron anticuerpos policlonales contra la proteína fierro-azufre (izquierda) 

y contra el citocromo b de bovino (derecha). En medio se muestra la tinción 

de las subunidades con azul de Coomassie. 

Figura 6. Secuencias de los extremos amino terminales de algunas 

subunidades del complejo bc1 de Euglena graci/is. Se muestran las 

secuencias obtenidas para la banda de 30 y 24 kDa. La subunidad de 17 kDa 

resultó estar bloqueada en su extremo amino terminal (X). 

129 



240 

en 
'-"·200 -~ ·-u 
·2 160 ·---g 
"'O 120 ·-u 
o o 80 

> 
40 

o--~~.--~-.-~~~~--.~~~~~..--~~ 
o 5 10 15 20 25 30 35 

Decilbenzoquinol (µM) 

Figura 1 

130 



0.08 A 

0.06 Decilbenzoquinona 
,.-._ - (µM) 
1 
en 0.04 .._,, • o 

• 20 
... 
~ 

.... 40 

0.02 ,,. 60 

• 100 

* 160 
0.00 

o 50 100 150 200 250 300 

Estigmatelina (nM) 

1.4 B 
,..-.._ 1.2 -1 

CZl 1.0 -1 

~ 0.8 
\O o 0.6 

,..-j .._,, 
..!:e- 0.4 

0.2 

o.o 
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 

Decilbenzoquinona (µM) 

Figura 2 

131 

- ---------- -------·- . 



100 

80 

....-._ 60 -1 
ti) -._... 

> 
40 

20 

Figura 3 

• Myxo(µM) • 
• 

• 
• 

Decilbenzoquinol (µM) 

o 

5 

10 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

132 



12% 

bov Eug 

~~] 
P.M. 
(kDa) 
75 
50 

':~ ... -· 35 
-~--- ·.~ 30 - . _,.1¡:¡,--;¡: - 25 

-· ---- 15 
--·.•<'." ... "" •• ,, ~ - 10 

·····~· d,'.11>¡,¡...;c 

Figura 4 

16% 

~~~-?.·:u~ 
~'J .. ,;.· 

~---15 

20% 
P.M. 

bov Eug (kDa) 

~';:.,. j;;;¡~ .. -- 15 - . ~ --50 

-~ .• ,~--35 
......... t:... .... --30 
•"""'-~.;! ·- -~iN; -- 25 - --15 ........ 
~-";: ··~'·.:~ ~ -- 10 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

133 



Fes Cytb 
bov Eug bov Eug bov Eug 

.. ~, ............. . 

Figura 5 

1 

r~~l{i\1} 

! : ·~ .' ' : 
1 · .,-.::.:~~. '~~: : 

f <,J¡'.'''. ""· 
l, .. · 

• • 
.... 

. . .• ~- .. lit 

-

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

134 



~· ~ ' ... ,. -

1 '.-L·,~·7:..-·_:~:t:, 

:.>:.\·:~.;=:Ji·: 
·,il~~l!~}~Na::. 

30kDa.- .• 

24 kDa-- ,~r1a.1$i; 

STSPAV ANAVGGLATSQIRD 

STKLADL VKREIDSELPTLEAKPEI 

17 kDa-- ·:w!P.1~1!1·:'11k .--- X 

Figura 6 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

135 



CAPITUL04 

DISCUSION GENERAL 

La relevancia de los resultados obtenidos en esta tesis radica .en 

esclarecer el mecanismo de oxidación de quinol en tres aspectos: 

1) Participación de grupos protonables como aceptores primarios de los 

protones provenientes de la oxidación de quinol. 

2) Función de estos residuos en la unión del sustrato, el producto y los 

inhibidores fuertemente unidos, considerando a estos como posibles 

análogos de la semiquinona, la cual se ha postulado como intermediario de 

la reacción. 

3) Efecto del estado redox de la proteína fierro-azufre sobre la unión de los 

inhibidores fuertemente unidos, considerados como análogos de la 

semiquinona. 

Respecto a los primeros dos puntos, las estructuras cristalográficas del 

complejo bc 1 en presencia y ausencia de inhibidores [2-4] permitieron sugerir 

por primera vez que la histidina 161 de la proteína fierro-azufre y el glutámico 

272 del citocromo b (ambos en forma desprotonada) eran los aceptores 

primarios de los protones que dona el sustrato al ser oxidado [8]. Puesto que la 

estigmatelina establece puentes de hidrógeno con ambos residuos, se simuló la 

posible ubicación del quinol en una configuración semejante a la del inhibidor, 

en donde los hidroxilos del sustrato se unen por puente de hidrógeno a estos 

residuos. Se propuso entonces que el complejo productivo se forma cuando el 

dominio extramembranal de la proteína fierro-azufre está en contacto con la 

interfase del citocromo b, y con su histidina 161 desprotonada [9]. El pKa de 

este residuo cambia de 7 .6 a más de 11 cuando el centro fierro-azufre se 

reduce [10], por lo que parecía razonable proponer que esta histidina acepta el 
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protón del quinol a la vez que ocurre la reducción de la proteína fierro-azufre. 

Al moverse esta subunidad hacia el citocromo ci, el centro fierro-azufre 

·· . cedería su electrón, lo cual induciría el cambio de pK3 de la histidina 161 de 

11 a 7.6 para liberar el protón al medio acuoso del exterior de la membrana. 

Por otra parte, se observó en el complejo cristalizado que el glutámico 

272 del citocromo b apunta hacia el sitio Q0 únicamente en presencia de Ja 

estigmatelina, mientras que en ausencia de este inhibidor este residuo se 

orienta hacia una canal donde se encuentra una cadena de moléculas de agua 

que comunica con el espacio que correspondería al lado externo de Ja 

membrana [4,8]. Estos datos sugerían que este residuo podría protonarse al 

oxidarse el quino], y dirigirse hacia el canal acuoso para liberar el protón tras 

Ja salida del producto (quinona) del sitio Q 0 • 

Sin embargo, los estudios sobre la dependencia de la actividad del 

complejo bc1 [9, 11] no parecían concordar con lo que sugerían las estructuras 

de difracción de rayos X. En condiciones de velocidad máxima, se encontró 

que Ja desprotonación de un grupo con pKa de 6.5 era esencial para la catálisis. 

Algunos autores propusieron que este grupo correspondía a un residuo no 

identificado del citocromo b que desprotonaba al quino] antes de su oxidación 

[11]. Otros sugirieron que Ja histidina 161 tiene un pKa aparente de 6.5 cuando 

el quino] está en concentraciones saturantes, debido a la desestabilización del 

protón de esta histidina para formar un puente de hidrógeno con el sustrato 

[9]. -

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis, el pKa de 6.5 no 

corresponde en realidad a ningún grupo protonable, sino que es el resultado de 

haber pasado por alto dos factores importantes. En primer lugar, no se había 

considerado el efecto que tiene sobre el potencial redox del centro fierro

azufre la desprotonación de las histidinas que coordinan a este centro. Puesto 
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que se ha demostrado en mutantes que la disminución del potencial del centro 

fierro-azufre disminuye la velocidad de catálisis [ 12, 13], es necesario 

contemplar este fenómeno para disectar correctamente el perfil de actividad a 

distintos valores de pH. En segundo lugar, al no haber determinado la 

velocidad en función del pH a concentraciones no. saturantes de sustrato, en 

los trabajos anteriores se pasó por alto que existen dos grupos protonables 

(pKa de 1.5 y 5.7, respectivamente) que necesitan estar desprotonados para que 

exista catálisis. El cambio de afinidad hacia el protón que se observó para el 

residuo ácido concuerda además con la propuesta de que el glutámico 272 

establece un puente de hidrógeno con la quinona, y que se mueva hacia un 

ambiente apolar en presencia de quino!. Por lo tanto, al considerar todos estos 

factores en el análisis cinético, los resultados concuerdan con lo sugerido en 

base a las estructuras cristalográficas. 

Adicionalmente, en esta tesis se proporciona evidencia de que la 

interacción que establecen los ligandos del sitio Q0 con la histidina 161 de la 

proteína fierro-azufre no es el principal factor que determina su unión a este 

sitio. Esto indica que la conformación del sitio Q0 dada por los residuos del 

citocromo b es lo que influye en la afinidad del sustrato, el producto y los 

inhibidores fuertemente unidos. Puesto que está demostrado que la unión de la 

estigmatelina y el mixotiazol modifica la posición del dominio 

extramembranal de la proteína fierro-azufre [14], es posible que se transmitan 

cambios conformacionales hacia el sitio Q0 a través de la interfase del 

citocromo b con la fierro-azufre. Sin embargo, la reducción del centro fierro

azufre no altera la afinidad por estigmatelina ni por quinona más allá de un 

factor de 2, por lo que no hay base para sugerir que dicha reducción estabiliza 

la unión de la semiquinona en varios ordenes de magnitud [15]. 
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Por lo tanto, los datos aquí presentados sugieren que el mecanismo de 

oxidación de quinol ocurre sin un intermediario estable. Puesto que el 

potencial redox para la primera oxidación de quinol (+800 mV [16]) es muy 

superior al del centro fierro-azufre (aún suponiendo que en la posición cercana 

al citocromo b este potencial es de +540 m V [ 1 7)), es necesario que la 

segunda oxidación ocurra muy rápidamente, o incluso de manera simultánea 

con respecto a la primera. 

Aunque nuestros datos no apoyan directamente a los modelos que 

suponen que el sitio Q0 está ocupado por solo una molécula de quinol o 

quinona, el hecho de que la Kd obtenida para estas moléculas utilizando ya sea 

estigmatelina o mixotiazol fue muy semejante, esto implica que si existen dos 

quinonas simultáneamente, la afinidad por ambas es muy cercana. Esto es 

dificil de visualizar considerando el estrecho túnel hidrofóbico de acceso hacia 

el sitio Q0 que ocupan las cadenas laterales de los ligandos [8]. Por esta razón, 

se puede proponer más bien un modelo en el que una sola molécula de quinol 

o quinona cambia de posición entre los dos subdominios del sitio Q°' 

coordinadamente con la posición de la proteína fierro-azufre. Así pues, la 

ocupación del subdominio correspondiente a la estigmatelina favorecería la 

posición de la fierro-azufre cercana al citocromo b, mientras que al moverse el 

quinol o la quinona hacia el subdominio ocupado por el mixotiazol, se 

desfavorece dicha posición de la proteína fierro-azufre. Esta propuesta de una 

quinona móvil en el sitio Q0 podría explicar la razón por la cual no se ha 

observado en los cristales la posición del sustrato o el producto [2,3]. 

Extendiendo esta propuesta al ciclo catalítico, tras la reducción de la 

proteína fierro-azufre en la interfase con el citocromo b por el quinol, el 

movimiento rápido de una semiquinona muy inestable hacia el subdominio del 

mixotiazol favorecería su oxidación a la vez que promovería el acercamiento 
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de la proteína fierro-azufre hacia el citocromo c 1• Esto aseguraría la 

bifurcación de los electrones del quino} hacia las dos vías (fierro-azufre y 

hemo bL), y aparecería como una reacción concertada [18]. Este modelo 

también permite prescindir de algún mecanismo especial (para el cual no hay 

evidencia) para mover a la semiquinona del dominio de la estigmatelina al 

mixotiazol. Este movimiento no sería favorable en caso de suponer que el 

puente de hidrógeno con la histidina 161 es muy importante para la unión, lo 

cual los resultados de esta tesis descartan. Más bien, este movimiento parece 

ocurrir simplemente como una difusión entre dos subdominios de afinidad 

semejante hacia la quinona o la semiquinona. 

Los datos obtenidos con el complejo bc1 de Euglena gracilis son de 

interés desde el punto de vista evolutivo al sugerir que un citocromo b 

mitocondrial pudiera encontrarse fragmentado a semejanza de lo que ocurre en 

los cloroplastos [l]. Además, la resistencia al mixotiazol, pero no a la 

estigmatelina, muestran que esta subunidad presenta diferencias importantes 

con respecto a la de los tripanosomas, con quienes Euglena comparte 

características únicas como son una proteína fierro-azufre de mayor peso 

molecular y un citocromo c 1 con un solo enlace covalente uniendo al grupo 

hemo [6,19,20]. Se sabe que en tripanosomas el mayor tamaño de la proteína 

fierro-azufre se debe diferencias en el procesamiento del precursor de esta 

subunidad que se importa a la mitocondria, lo cual deja en estos parásitos una 

extensión en el amino terminal que no está presente en otros eucariontes [20]. 

Sin embargo, puesto que el dominio extramembranal de la proteína fierro

azufre está formada por la mitad carboxilo terminal [l], es poco probable que 

esta extensión en el extremo amino conlleve cambios en el mecanismo de 

oxidación de quinol. Algo similar pudiera decirse de la proteína fierro-azufre 

de Euglena, aunque se necesitaría la secuencia completa de esta subunidad en 
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este organismo para entender si también existe esta extensión en el amino 

terminal. 

Por otra parte, el tipo de inhibición competitivo de la estigmatelina y el 

mixotiazol con re.specto a la quinona y el quinol sugiere que, aunque la unión 

de alta afinidad de alguno de estos inhibidores no se conserva en varios 

complejos be1 de protistas, el espacio disponible para los Iigandos en el sitio 

Q0 es aproximadamente el mismo. Por lo tanto, el mecanismo de oxidación ·de 

quinol debe estar muy conservado a lo largo de la escala filogenética. Incluso 

la posible fragmentación del citocromo b de Eug/ena debe de tener pocas 

repercusiones mecanísticas, pues tanto en el complejo bef de cloroplasto [ 1 ], 

como en el complejo be1 de bacterias donde artificialmente se ha cortado en 

dos el gen del citocromo b [2 l ], la oxidación de quino! ocurre con semejantes 

constantes cinéticas. Sin embargo, el estudio de la particularidades 

estructurales y mecanísticas de los complejos be1 de protistas como Euglena 

puede aportar detalles interesantes respecto a la flexibilidad de las relaciones 

estructura-función en este complejo. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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CAPITUL05 

CONCLUSIONES 

1. La oxidación de quino] en e] complejo be1 se 11eva acabo cuando dos 

grupos que probablemente corresponden a la histidina 161 de la proteína 

fierro-azufre (pKa 7.5) y al glutámico 272 del citocromo b (pKa 5.7) están 

desprotonados. Esto sugiere que ambos residuos son los primeros aceptores 

de los protones que libera el quino] al oxidarse. 

2. El residuo con pKa de entre 5.2 y 5. 7, (posiblemente el glutámico 272), 

aumenta su afinidad por el protón en presencia de quinona y quinol. Esto 

sugiere que este residuo, al protonarse, forma un puente de hidrógeno con 

la quinona, y que la unión del sustrato lo orienta hacia un espacio menos 

polar. 

3. La afinidad del sitio Q0 hacia el quino), la quinona y los inhibidores 

estigmatelina y mixotiazol no depende de la formación de un puente de 

hidrógeno entre el ligando y la histidina 161 de la proteína fierro-azufre. 

Esto indica que Jos residuos del citocromo b son los determinantes para la 

unión de estos ligandos. 

4. La estigmatelina y el mixotiazol se unen fuertemente al sitio Q0 aún cuando 

la proteína fierro-azufre está oxidada. La reducción de esta subunidad 

aumenta moderadamente la afinidad hacia la estigmatelina y la quinona. 

Esto sugiere que la proteína fierro-azufre no estabiliza significativamente a 

la semiquinona formada tras la primera oxidación del quinol. 

5. El mixotiazol es un inhibidor competitivo reversible del complejo be1 de 

Euglena gracilis. La unión fuerte de la estigmatelina a este complejo indica 
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diferencias estructurales en el citocromo b de Euglena con respecto al de 

·los tripanosomátidos. 

6. La proteína fierro-azufre de Euglena es de un tamaño más semejante al de 

los tripanosomátidos que al de los demás organismos, ~ientras que el 

citocromo b posiblemente esté fragmentado en más de una subunidad. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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CAPITUL06 

PERSPECTIVAS 

A pesar el gran avance en el entendimiento del mecanismo de oxidación 

de quinol que trajeron las estructuras de· alta resolución por cristalografía, 

éstas no lograron mostrar la manera como se unen el quinol o la quinona al 

sitio Q 0 • Por esta razón, aún se desconoce si en este sitio se pueden unir una o 

dos moléculas de sustrato o producto a la vez en concentraciones semejantes a 

las que se utilizan para medir la actividad enzimática. La determinación de la 

estequiometría de unión al sitio Q0 es una importante pieza que hace falta para 

adquirir un cuadro completo del mecanismo que permite dirigir por dos vías 

separadas a los electrones del quinol, lo cual permite la translocación de 

protones. Una cuestión estrechamente relacionada con el número de quinonas 

en el sitio Q0 es la función que tiene el subdominio más próximo al hemo bL, 

donde se une el mixotiazol. En caso de que exista una sola molécula de quinol 

o quinona, los factores que determinan el desplazamiento del sustrato o de una 

semiquinona inestable hacia este sitio no son claros. Aunque en esta tesis se 

propone que este movimiento entre los subdominios del sitio Q0 podría ocurrir 

espontáneamente, el papel que desempeña la interacción de la proteína fierro

azufre con el citocromo b pudiera ser determinante. Sería interesante 

determinar los cambios de afinidad de esta interfase hacia la proteína fierro

azufre en presencia de Iigandos de este subdominio del sitio Q0 , como los 

metoxiacrilatos, o en mutantes resistentes a inhibidores, en particular los que 

tengan cambios en la estructura del asa del citocromo b que interactúa con la 

proteína fierro-azufre durante su movimiento. 

Por otra parte, la relevancia de la naturaleza dimérica del complejo bc1 

aún no se entiende completamente, aunque comienzan a surgir evidencias en 
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algunos organismos de que existe una cooperatividad hacia ciertos ligandos 

[22]. El papel que tiene esta dimerización en las reacciones que ocurren en el 

otro sitio de interacción con quinonas del citocromo b, el sitio Q¡, también 

parece evidenciarse por la unión cooperativa de la antimicina [23], la cual 

podría estudiarse con mayor facilidad. con el enfoque experimental utilizado 

en esta tesis para determinar las constantes de velocidad de unión de 

inhibidores fuertemente unidos. Otro aspecto de gran interés para estudios 

futuros es la posible comunicación entre el sitio Qo de un monómero con el Q¡ 

de otro, así como la transferencia directa de electrones entre los hemos bL de 

ambos monómeros [24]. 

El estudio del complejo be1 resulta importante no solo dentro del campo 

de la bioenergética, sino también en el contexto de la generación de especies 

reactivas de oxígeno involucradas en la apoptosis y el envejecimiento celular. 

El estudio de la inhibición de la cadena respiratoria a nivel del complejo bc1 

por moléculas que forman parte vías de señalización proapoptóticas como la 

ceramida [25,26], y de las reacciones que ocurren con el oxígeno en el 

complejo be1 inhibido [27], han permitido comenzar a entender el papel de 

este complejo en otros procesos celulares distintos al de la fosforilación 

oxidativa. El tratamiento de enfermedades metabólicas en las que el complejo 

be1 no es funcional mediante drenar los electrones de la poza de quinonas a 

través reacciones no enzimáticas [28] pudiera servir de base para tratar el daño 

por isquemia y reperfusión, e incluso para tratar de enlentecer el proceso del 

envejecimiento celular. Mediante introducir los genes para quinol oxidasas o 

citocromo e reductasas distintas al be1 [29] en células animales, se pudiera 

disminuir el daño causado por la continua fuga de electrones de la poza de 

quinonas al oxígeno. 
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Esta perspectiva de ramificar la cadena respiratoria linear de las células 

animales con fines terapéuticos se relaciona con el estudio de la regulación del 

flujo de electrones en las mitocondrias de plantas, hongos y protistas. En la 

cadenas respiratorias de estos organismos, el complejo bc1 comparte como 

sustrato a la poza de quinonas con otras enzimas que no participan en generar 

un gradiente de protones, pero que son importantes en condiciones de exceso 

de equivalentes reductores. Por lo tanto, el estudio de la estructura de control 

de flujo en estas vías ramificadas permitirá entender los mecanismos que 

permiten a otros organismos contender con cambios drásticos en la 

disponibilidad de sustratos, concentración de oxígeno, temperatura, y otras 

condiciones del medio. Además, el estudio del papel del complejo bc1 en el 

control del flujo en las cadenas ramificadas de parásitos es indispensable si se 

piensan utilizar las diferencias estructurales de este complejo como blanco 

para el diseño racional de fármacos específicos para estos organismos 

patógenos. 
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The Content of Alternative Oxidase of Euglena Mitochondria is Increased by 
Growth in the Presence of Cyanide and is not Cytochrome o. 

SILVIA DEVARS,* ROSA HERNANDEZ,* RAUL COVIAN,* ARTURO GARCIA-HORSMAN,** BLANCA BARQUERA** and 
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ABSTRACT. A study of the effecl of respiralory inhibitors on O, uptakc of Euglena graci/is mitochondria, isolatcd from cells grown 
in the presence of cyanide or with ethanol as carbon source, was undenaken. The contents of cytochrome e oxidase and altemativc 
oxidase werc also delermined. Jnhibition of respiration by antimycin and cyanide was only partial and it was dependent on the oxidizable 
substrnte used. Succinate oxidation was the most sensilive to cyanide whereas lactate oxidation was the most resistant. Cell growth in 
the prcsence of cyanide or with ethanol ns carbon source brought about an enhanced content of ahernative º"idase whh.out a concomitant 
increase in cylochrome aa3 conrent. However, a correlation be1ween cyanide-resistant respiration and alternative oxidase content was 
not found. Analysis of heme types in mitochondrial membranes revealed the absence of heme O. The dala suggest the prescnce of an 
inducible ulternative oxidase in Eug/ena mi1ochondria which has high resistance to cyanide ami contains heme B. A cJose relationship 
be1ween Euglena allemative oxidase and bacrerial quinol oxidases containing B-type heme is proposed. 

Supplemcntary key words. Cyanide-resisrant respiration, cthanol, heme. quinol oxidase. 

M ITOCHONDRIA isolnted from the unicellular protist Euglena 
graci/is have a respiratory componen! lhat is resistan! to 

antimycin and cyanide (4, 9, 37, 38). A b-type cytochrome, able 
to react with carbon monoxide, has been identified in Euglena 
mitochondria (9, 31, 36, 37), which is very likely relaled to lhe 
alternative respiratory chain. The cyanide-insensitive pathway 
is blocked by diphenylamine (37, 41), preferentially oxidizes 
Jactate (41), is able to generare a small, uncoupler-sensitive 
membrane potential [22, 41) and may drive an active Ca,. 
transport [42). Based on studies of nntimycin nnd cyanide in
hibition of respiralion, a respiratory chain wilh two terminal 
oxidases and separate entries for oxidation of NADH, succinate 
and Jaclate has been proposed (4). An nltemative respiratory 
pathway has also been identified in 01her milochondrial types 
such as fungi, green algae and in trypnnosomatides [13, 21). 
However, in these other eukaryotic systems, the altemative 
pathway does not sccm engaged .in the formation of a H• gra
dient (13, 20, 21). 

In a previous work [9) it was observed that the different 
cyanide-sensitivity of endogenous respiration of Euglena cells 
grown with different carbon sources did not correlate with an 
increase in the alternative oxidase (AO)/cytochrome e oxidase 
(CcO) ratio; however, an increase in the content of AO was 
found to correlale with increasing cyanide-resistant respiration. 
The altemative oxidase in Euglena mitochondria was defined 
as the slow CO-rencting componen!, with a peak at about 418 
nm and troughs al 430 and 560 nm, in the CO-absorbance dif
f erence spcctrum of dithionite-rcduced mitochondria [9, 31, 36, 
37). In an cffort to find experimental conditions which may 
enhance the participntion of the allemalive pathway in the ox
idation of substrates, we have explored lhe effect of ethanol 
and glutamate + malatc (in thc presence of cyanide) as carbon 
sources in the growth medium on the antimycin and cyanide 
sensitivity of respiration rates and on the contents of AO and 
CcO of mitochondria isolaled from such cells. For comparison, 
the effect of several respiratory inhibitors was a]so detennined. 

MATERIALS ANO METHODS 
Cell culture and growlh conditions of wild-type Euglena 

gracilis Klebs (a Z-like slrain) and isolalion of mitochondria by 
sonication were described previously (9, 22, 41, 42). This strain 
of Eug/ena gracilis has spontaneously Jos! the capacity for re
greening. The cells were grown in the dark in the following 

1 To whom correspondcnce should be addrcsscd. Tclcphonc: 525-573-
2911 ext. 298; Fax: 525-573-0926. 

culture media: (a) peptone plus acetate (p+a) medium [9]; (b) 
the acidic organotrophic medium with glutamate plus malatc 
(G+M) as carbon source (15, 35]; (e) lhe ethanol medium 
where glutamate plus malate are replaced by 178 mM ethanol 
and (d) the G+M+CN medium where 0.2 mM cyanide was 
added to the G+M medium before the addition of thc experi
mental cell inoculum. 

Oxygen uptake of Euglena mitochondria was measured al 25° 
C with a Clark-type oxygen electrode in 1.85 mi of a medium 
containing 120 mM KCI, 20 mM MOPS (3-[N-mo[Pholino] 
propanesulfonic acid), 2 mM EGTA (ethylene glyco]-ló1s(j3-ami
noethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid)¡ 5 mM K-phosphate 
of pH 7.2. • 

Carbon monoxide difference spectra of dilhionite-reduced 
mitochondria were made in 50% (v/v) glycerol, 60 mM KCI, 
JO mM MOPS, 1 mM EGTA, pH 8 at room temperature. The 
baseline was acquired from dithionite-reduced samples taken 
from the same mitochondrial suspension and placed in lhe ref
erence and experimental cuvettes. The experimental sample was 
slowly bubbled with carbon monoxide in the dark for 30 s to 
revea) the cytochrome aa, signa! and for 16 min to fully revea! 
lhe signa! attributed to the altemative oxidase [9, 31, 37); dif
ference spectra between the untreated and CO-treated samples 
were obtained. Spectra were taken in a SLM-Aminco DW2000 
spectrophotometer wilh a bandwidth set at 2 nm and a scanning 
speed of 2 nm s- 1• 

Reduced min11s oxidized difference spectra of Euglena mi
tochondria were taken in the 50% glycerol medium specified 
nbove. Euglena mitochondria were first incubated for 30 min 
at 25° C under shalcing to induce full oxidation of cndogenous 
substrates. The baseline (oxidized min11s oxidizcd) was rccord
cd after the mitochondrial samplcs were funher vortcxed ancl 
kept under 100% 0 2 gassing during lhe acquisition of the spec
lnlm. Addition of dilhionite, to reduce the mitochondrial sus
pension in lhe experimental cuvette, allowcd the measurement 
of lhe reduc;ed minus oxidized spcclnlm. 

Heme analysis of rat liver submitochondrial particles, Eugle
na mitochondrial membranes and inside-out membranc vesicles 
from E. coli and Paracoccus denitrijicans was made after ex
traction of 50-100 mg protein wilh eilher acetoneJNH.OH or 
acetone/HCI and further treatment wilh elher as described elsc
where (29) wilh sorne modifications [14). The hemes were sep
arated and identified by reverse-phase HPLC (high pressure liq
uid chromatography) using a C18 colullUI (Waters) equilibrated 
with 95% (v/v) ethanol/acetic acid/watcr (70:17:7, v/v). 

The activity of TMPD (N,N,N',N'-tetramclhyl-p-phenylene 
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Abstract 

The efTect of antimycin, myxothiazol, 2-heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxide, stigmatellin and cyanide on respirationo: ATP 
synthesis, cytochrome e reductase, and membrane potential in mitochondria isolated from dark-grown i;uglena cells was 
detennined. With L-lactate as substrate, ATP synthesis was partially inhibited by antimycin, but the oth~r four inhibitors 
completely abolished the process. Cyanide also inhibited the antimycin-resistant A TP synthesis. Membrane potential was 
collapsed ( < 60 mV) by cyanide and stigmatellin. However, in the presence of antimycin, a H+ gradient ( > 60 mV} that 
sufficed to drive A TP synthesis remained. Cytochrome e reductase, with L-lactate as donor, was diminished by antimycin and 
myxothiazol. Cytochrome bc1 complex activity was fully inhibited by antimycin, but it was resistant to myxothiazol. 
Stigmatellin inhibited both L-lactate-dependent cytochrome e reductase and cytochrome bc1 complex activities. Respiration 
was partially inhibited by the five inhibitors. The cyanide-resistant respiration was strongly inhibited by diphenylamine, n
propyl-gallate, salicylhydroxamic acid and disulfiram. Based on these results, a model of the respiratory chain of Euglena 
mitochondria is proposed, in which a quinol-cytochrome e oxidoreductase resistant to antimycin, and a quino] oxidase 
resistant to antimycin and cyanide are included. !O 2000 Elsevier Science B.V. Ali rights reserved. 

Keywords: ATP synthesis; Antimycin; Cyanide-resistant respiration; Eug/ena 

1. Introduction 

Mitochondria isolated from dark-grown Euglena 
gracilis have respiratory components that are resist
ant to antimycin and cyanide [l-3). The cyanide-re
sistant respiratory pathway is inhibited by diphenyl
amine (DPA) [2,4], preferentially oxidizes L-lactate 
[4,14], and builds up a small, uncoupler-sensitive 

. 
• Corresponding author. Fax: +52-5-573-0926; 

E-mail: morenosanchez@hotmail.com 

membrane potential [4,5], that supports the energy
dependent uptake of Ca2+ [6]. This pathway is par
tially inhibited by salicylhydroxamic acid (SHAM) 
[4, 7), a potent inhibitor of altemative respiratory 
pathways in plant mitochondria [8]. Cell growth in 
the presence of antimycin [l,2,9], cyanide [10) or 
ethanol [10] as carbon source, induces an increase 
in the content of a b-type cytochrome, that reacts 
with carbon monoxide. This last observation has 
been interpreted in terms of an adaptable enhance
ment of an altemative oxidase, which is resistant to 
the stress conditions of the culture [1;2,10). However, 

0005-2728 / 00 I $ - see front matter CI 2000 Elsevier Science B. V. Ali rights reserved. 
PII: S0005-2728(00)00102-X 
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PROBLEMABI OQUÍMICO 
TEMA: Cinética enzimática 

Se detenninó la actividad del complejo be de las 
mitocondrias del protista Euglena gracilis iitulan-
do con antimicina, inhibidor de tipo no competitivo 
fuertemente unido. La actividad de esta enzima, que 

Antimicina 
(pmol/mg) 
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Determinar la K. l;'. la concentración de enzima. 

ti 

3 
s 

orma parte de la cadena respiratoria, se determinó 
midiendo espectrofotométricamente la reducción de 

O µM de citocromo e de caballo añadido en pre
encia de 50 µM de decilbenzoquinol. A continua
ón se presentan las velocidades iniciales en pre

encia de las distintas concentraciones del inhibidor. 
ci 
s 

Velocidad 
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(runol/nlin/mg) 
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PROBLEMA BIOQUÍMICO 
RESPUESTA: 

Los inhibidores fuertemente unidos son aquellos 
que se unen a la enzima con una afinidad muy gran
de; el valor de la constante de disociación del com
plejo enzima-,inhibidor es cercano a la concentra
ción de enzima (pM ó nM). Esto resulta en que 
una fracción considerable del total- del inhibidor 
esté unida a la enzima y no en forma libre. -Por 
estas razones, no es posible utilizar lo_s métodos 
gráficos usuales para determinar la K¡, como el 
gráfico de Dixon para un inhibidor rio competitivo 
simple, en el que se grafica el inverso de la veloci
dad contra la concentración de inhibidor total aña
dido para obtener una recta cuya abcisa es igual a 
-K;. Los datos del problema graficados ~e esta 
manera clásica no se ajustan a una recta, por lo 
que la K¡ calculada de este modo no es confiable, 
como se muestra a continuación: 

o.oe • 

H' O.Gii • 
-Ki •_79 ¡indnig 

'C 
O.ol 

.. 

·tOO O 
- - - lllO 

tOOO 

Anllmlclnll (pmollmg) 

El propio Dixon ideó un método gráfico sencillo 
para determinar la K¡ de inhibidores fuertemente 
unidos, el cual también permite calcular la concen
tración total de enzima. Para los inhibidores no 
competitivos fuertemente unidos; la ecuación que 
sirve de base para este método es la siguiente: 

rn. = nK¡ + [E], 

en donde [I]. representa la concentración de 
inhibidor que corresponde a unia fracción de la ve
locidad sin inhibidor (v

0 
In), siendo n siempre un 

número entero positivo; [E], es la concentración 
de enzima. 

Para calcular K¡ y [E],, sobre la gráfica de 
inhibidor total añadido (expresado en moles por 
cantidad de enzima ó mg de proteína) contra velo
cidad, se trazan líneas rectas desde la velocidad 
sin inhibidor hasta el eje de las abcisas, haciendo 
pasar a e<ada recta por el punto de donde la veÍoci
dad es igual a v¡n, dando a n el valor de 2, 3, 4, 5, 

. etc., como se muestra: 

............. ~ ........................... --------............... -.. .... : .......... ---------- ... "•. -
x, •Jllpmol/m1 

E - 1311 pmol be /ma . 
, - 1 

¡E t!IO 

:s :¡ 
~ } too •••••• 

112;, . .................... ---.................................................. ..;.. . . 
. ,,,,; ........................... -- .. ................................................................. '. 

!IO ™• ----·------ - -- ~ ·::::::::::::::::::::::::::~::::~ 

La función matemática que une los puntos es la de 
decaimiento exponencial de primer o~den (supo
nieridó una esteq~io~etría de uóa ~.oltfoula de 
inhibidor por molécula de enzinia). Cada intercep
to en el eje X corresponde al valor n de I; por ejem
plo, el primer intercepto que corresponde a ~ de 
v 0, es igual a ~ = 2K¡ + [E],. _El intervalo entre-el 
cruce de cada una de las rectas con el eje de las 
abcisas es igual a la K1; entonces se promedian los 
valores de cada uno de estos intervalos para ob
tener un valor único de la K, que en este caso re
sultó s.er de 39 pmol/mg. Retrocediendo sobre el 
eje X el equivalente a 2K (68 pmol/mg), se obtie
ne el valor de [E]

1
, que re~ultó ser de 139 pmol de 

complejo bc/mg de proteína mitocondrial. 
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PROBLEMA BIOQUÍMICO 

RaúlCovián 
Departamento de Bioquímica. Instituto Nacional de Cardiología 

Correo E: covianraul@correo.unam.mx 

TEMA: Cinética Enzimática. Inluüición mixta parcial 

El mixotiazol es un inhibidor de la acti vi.dad del comple
jo bc1 (quino): citocromo e oxidorreductasa) de mito
c:ondrias de vertebrados superiores. No se ha determi
nado con precisión el tipo de inhibición que ejerce el 
mixotiazol sobre esta enzima en dichos organismos, pero 
su efecto se manifiesta a concentraciones nanomolares, 
lo cual implica que es un inhibidor del tipo fuertemente 

unido. En cambio, en el complejo bc1 de mitocondrias 
del protista Euglena gracilis se requieren añadir con
centraciones micromolares de mixotiazol para observar 
inhibición de la actividad. Por tanto, para determinar la 
naturaleza de la inhibición, se determinaron las veloci
dades iniciales de reducción de citocromo e catalizadas 
por el bc1 purificado de E. gracilis (3nM) en presencia 
de distintas concentraciones de mixotiazol y quinol, de 
acuerdo con la siguiente ~bla: 

Mixotiazol Velocidad inicial 
(µM) (nmol citocromo c reducido(nmol be, "1s"1) 

Quinol (µM) 
0.5 1 2 4 6 8 10 12 

o .13 18 23 26.4 27.8 28.S 29 29.3 
1.5 '7.6 12 16.4 20.3 22 23 23.8 24.2 
3 5.8 9.4 13.S 17.4 19.2 20.3 21 21.S 
6 4.4 7.3 11 14.6 16.4 17.4 18.l 18.7 

1 16 3.2 s.s 8.5 11.7 13.3 14.3. IS 15.S 
30 2.8 4.9 7.6 10.6 12.2 13 13.8 14.3 
60 2.6 4.5 7 10 11.4 12.3 13 13.S 
120 2.5 4.3 6.8 9.5 11 12 12.6 13 

C)eterminar el tipo de inhibición que ejerce el mixotiazol y los correspondientes parámetros cinéticos (V máx• K,., K¡, 
f los factores por los que se modifican V máx y la K. en presencia del inhibidor). 
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BIOQUÍMICO 

Para detenninar el tipo de inhibición del mixotiazol, la 
primera aproximación consiste en graficar el inverso de 
las velocidades iniciales a cada concentración de quinol 
contra la concentración de mixotiazol (gráfico de DiXon): 

Qulnol 
(µM) 

0.4 • ----· -•-0.5 

Cñ 
,_/. ' -•-1 

o 0.3 -•-2 
E I -·-4 ..s "' . . ... · '~·~6 
~ 0.2 / .---·-. -+-8 

!/ ·-· 
.. .. ,-x-10 

I ·-
-•-12 

0.1 ... / 1-1 1 ~1::: -

o 20 40 oo eo 100 120 

mixotiazol (µM) 

Puede observarse que en este caso el gráfico de Dixon 
muestra hipérbolas, lo cual indica una inhibición par
cia], es decir, que el complejo enzima-inhibidor-sustrato 
es catalíticamente activo. La inhibición total deberla 
mostrar líneas rectas en este tipo de gráfico. 

A continuación se grafica el inverso de las velocida
des iniciales contra el inverso de la concentración de 
sustrato (dobles recíprocos): 

Mlxotiazol 
0.4 (µM) 

• o 
0.3 • 1.5 

íiJ • 3 

o "' 6 
E 0.2 • 16 
e: + 30 -• <: X 60 

....... • 120 

Se observa que el mixotiazol modifica tanto el valor 
de Ja ordenada (inverso de la velocidad máxima) como 
el de la abcisa (inverso negativo de la K,), encontrán
dose el punto de intersección de todas las rectas en el 
segundo cuadrante, indicando una inhibición de tipo 
mixto .. 

El mixotiazol, por lo tanto actúa como un lnhibidor 
mixto parcial. El esquema cinético de este tipo de 
inhibidores es el siguiente: 

K. .Ice. 
E+S .. )li ES )li E+P 
+ + 
1 1 

i~ ¡·roe. 
aK. Pkc. 

El+ S • )li ESI )li E +·P 

En este esquema, el factor a indica cuántas veces se 
modifica la K. cuando la enzima está saturada con 
inhibidor. El factor J3 expresa el cambio en la constante 
catalítica en presencia de inhibidor saturante. En el caso 
del mixotiazol, la intersección en el segundo cuadrante 
indica que a> 1 Y. f3 < 1. El c¡irácter. parcial de .la inhi
bición indica adicionalmente que J3 >O. La ecuación de 
velocidad para un inhibidor mixto parcial es: 

vlllllX cs1(ro1+aKi) 
. [l]+aK¡ 

v= 

K ( [l]+K¡ )+[S] 
• [l]+aK.¡ 

(1) 

El inverso de esta ecuación genenil es: 

1 _ aK1 ( (l]+K¡ ) 1 1 ( [l]+aK1 ) 
;-vlllllX PlIJ+aK.1 cs1+v_ 13P1+~ 1 

(2) 

Esta es la ecuación para cada.recta del gráfico de 
dobles recíprocos mostrado aniba. La V mú correspo"
de a1 inverso de la ordenada de la recta sin inhibidor, 
que en este caso es de 1/0.032 = 31 s-1• La Ka es el 
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valornegativo del inverso de la abcisa de la misma recta 
correspondiente a cero de inhibidor: en este caso, -1/- . 
1.44 = 0.7 µM. 

Para calcular los valores de K¡, a y 13, es necesario 
obtener el cambio en el valor de· las ordenadas (Ah) y 
las pendientes (Am) de las rectas con inhibidor con res
pecto a la ordenada y la pendiente de la· recta sin 
inhibidor. Para, a cada ordenada de las rectas con 
inhibidor se le resta la ordenada de la recta de cero 
mixotiazol, y lo mismo se hace con las pendientes: 

Ab=-1-( [I]+aK; )--1- (3) 
V max 13{1) + aK i V max 

&n= aK, ( [I]+K¡ )-s._ 
· Vmax 13{I)+aK¡ Vmax 

Los inversos de las ecuaciones 3 y 4 son: 

1
_ = aK ¡V max (J...)+ 13V max 

Ab 1 - 13 [I] 1 - 13 

1 aK¡Ymax ( 1) 13Vmax 
&n =K,(a-13)_ [I] +K,(a-13) 

(4) 

(5) 

(6) 

L~·ecuaciones 5 y 6 corresponden a rectas que se 
obtienen al graficar los inversos de los cambios en la 
ordenada y en la pendiente contra el inverso de la con
centración de inhibidor, como se muestra a continua
ción: 

A partir de los valores obtenidos en esta gráfica, y 
conociendo los valores de V máx y K,. determinados en la 
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.::1 160 ...... 
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gráfica de dobles recíprocos, es posible calcular los 
demás parámetros cinéticos. El factor 13 se despeja de 
la definición de la ordenada (b) obtenida de la recta 1/ 
Ah vs. 1/mixotiazol: 

13= b. 31.6 =0.5 
V max + b 31 :+- 3L6 

A continuación se calcula el factor ex utilizando el va
lor de la ordenada (b) de la recta 1/ Am vs. 1/mixotiazol. 
Se despeja y se sustituye de la siguiente manera: 

a='ll + vmax )=o.5(1+_2_(l ))= 4.1 
~ bK, 6.2 0.7 

Por último se calcula el valor de-K; a partir de la 
definición de la abcisa (a) de cualquiera de las dos rec
tas (debe ser el mismo para ambas) utilizando los valo
res ya determinados de ex y 13: 
K· =-...!!_= 0.5 =lµM 

1 ªª 0.12(4.1) 
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