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ABSTRAeT 

The electron transport system of the fastidious ~-proteobacterium Eikenella corrodens grown 

in limited oxygen was studied; moreover the effect of inhibitors and quinone analogues on the 

respiration was analyzed. Membranes exhibited the highest oxidase activity with ascorbate 

plus tetrachlorohydroquinol (TCHQ), ascorbate plus N, N, N', N'-tetramethyl-p-phenylene­

diamine (TMPD) or succinate and the lowest activity with NADH and formateo The presence 

of a bCl-type complex was suggested by the inhibition exerted by 2-heptyl-4-hydroxy­

quinoline-N-oxide (HOQNO), myxothiazol, and antimycin A on respiration with succinate and 

by the effect of the latter two inhibitors on the succinate-reduced difference spectra. 

Respiration with succinate or ascorbate-TMPD was abolished by low KCN concentrations, 

suggesting the presence of a KCN-sensitive terminal oxidase. Cytochromes b and c were 

spectroscopically detected after reduction with physiological or artificial electron donors, 

whereas type a and d cytochromes were not detected. The CO difference spectrum of 

membranes reduced by dithionite and its photodissociation spectrum (77 K) suggested the 

presence of a single CO compound that had the spectral features of a cytochrome o-like 

pigment. High-pressure liquid chromatography analysis of membrane haems confirmed the 

presence of haem B; in contrast, haems A and O were not detected. Peroxidase staining of 

membrane type c cytochromes using SDS-PAGE revealed the presence of five bands with 

apparent molecular masses of 44, 33, 30, 26, and 14 kDa. Based on our results, a tentative 

scheme of the respiratory chain in E. corrodens, comprising (i) dehydrogenases for succinate, 

NADH, and formate, (ií) a ubiquinone, (ííí) a cytochrome bCl1 (iv) a type-cbb' cytochrome c 

oxidase and (v) a dissimilatory nitrate reductase, is proposed. This respiratory system is 

resistant to inhibitors of NADH and succinate dehydrogenases, but is very sensitive to 

inhibitors of complex 111 and to KCN. Finally, TCHQ donates electrons very efficiently to the 

bCl complex. 

Key words: Eikenella corrodens, respiratory chain, bCl complex, oxidase cbb', inhibitor, 
quinone analogue. 
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RESUMEN 

El sistema de transporte de electrones de la fastidiosa ¡3-proteobacteria Eikenella corrodens 

cultivada en oxígeno limitado fue estudiado; asimismo, se analizó el efecto de los inhibidores 

respiratorios y análogos de quinona. Las membranas mostraron la actividad de oxidasa mas 

alta con ascorbato más tetraclorohidroquinol (TCHO), ascorbato más N, N, N', N'-tetrametil­

p-fenilendiamina (TMPD) o succinato y la actividad más baja con NADH y formiato. La 

presencia de un complejo tipo-bc1 fue sugerida por la inhibición ejercida por el 2-heptil-4-

hidroxi-quinolina-N-oxido (HONa), mixotiazol y antimicina A sobre la respiración con 

succinato y por el efecto de los dos últimos inhibidores sobre el espectro diferencial reducido 

por succinato. La respiración con succinato o ascorbato-TMPD fue abolida por bajas 

concentraciones de KCN, sugiriendo la presencia de una oxidasa terminal sensible a KCN. 

Los citocromos tipo b y c fueron detectados espectrofotométricamente después de la 

reducción con donadores fisiológicos o artificiales, mientras los citocromos de tipo a y d no 

fueron detectados. El espectro diferencial de ca de las membranas reducidas por ditionita y 

su espectro de fotodisociación (77 K), sugiere la presencia de un compuesto simple de ca 

que tiene el rasgo espectral de un pigmento semejante a un citocromo o. El análisis de 

cromatografía líquida de alta presión de los hemos de membrana confirma la presencia de un 

hemo B; en oposición, los hemos A y a no fueron detectados. La tinción de peroxidasa de 

los citocromos-tipo c de membrana usando SDS-PAGE, reveló la presencia de cinco bandas 

con una masa de peso molecular aparente de 44, 33, 30, 26, Y 14 kDa. Basado sobre estos 

resultados, un esquema tentativo de la cadena respiratoria en E. corrodens es propuesto, el 

cual comprende (i) deshidrogenasas para succinato, NADH y formiato, (ii) una ubiquinona, 

(iii) un citocromo bC1, (iv) una citocromo oxidasa tipo-cbb' y (v) una nitrato reductasa 

disimilatoria. Este sistema respiratorio es resistente a los inhibidores de la NADH y succinato 

deshidrogenasa, pero es muy sensible a los inhibidores del complejo III y KCN. Finalmente, 

el TCHO dona los electrones eficientemente al complejo bC1. 

Palabras claves: Eikenella corrodens, cadena respiratoria, complejo bC1, oxidasa cbb', 
inhibidor, análogo de quinona. 
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INTRODUCCION 

Los organismos procarióticos existentes se caracterizan por su gran diver­

sidad y plasticidad en su biología, fisiología, bioquímica; así ocurre con las cadenas 

respiratorias, todo como consecuencia del proceso de evolución que se inició hace 

aproximadamente 4 Gigas (4X109
) años (1 - 4). Al inicio, las bacterias se desa­

rrollaron en un ambiente anóxico donde predominaron el N2, C02 y CO (5), y la bio­

síntesis del ATP fue producto de los procesos de fermentación. El gran generador 

de 02 en la biosfera es la fotosíntesis oxigénica, la cual presumiblemente se originó 

hace 2.7 Gigas de años en las cianobacterias. El oxígeno inicialmente liberado se 

gastó en la oxidación-precipitación del Fe+2
, abundante en los mares de esa época; 

además, el Fe +3 formado, poco soluble en agua se precipitó en densas capas y de 

ese evento hay registros geológicos en todos los mares del mundo. Hace 500 

millones de años, aparece en la atmósfera el 02 libre, que incrementa su porcentaje 

hasta alcanzar, hace alrededor de 400 millones de años, los niveles actuales (4). Por 

lo tanto, la aparición del 02 hace posible la evolución del metabolismo aeróbico en 

los procariotes, los cuales adoptaron al 02 como el aceptar final .de electrones en la 

respiración. Este fenómeno se expresa en la multiplicidad estructural y funcional de 

las oxidasas bacterianas; en otras palabras, existen sistemas respiratorios en donde 

su organización y composición varía en respuesta a la tensión de O2 . 

1) Composición y organización general de los sistemas respiratorios bacterianos 

Los sistemas respiratorios están constituidos por un conjunto diverso de 

flavoproteínas, proteínas de Fe-S, quinonas liposolubles y citocromos, organizados 

en la membrana. Estos grupos transfieren electrones y protones, y generan un 

gradiente protón motriz transmembranal que puede conducir a la formación de ATP 

vía F1 Fa. Pueden existir distintas ramificaciones con múltiples deshidrogenasas 



capaces de donar electrones directamente (sin mediación del NAD+) a una o más 

cadenas respiratorias (6); del mismo modo, la salida de los electrones hacia el 

oxígeno puede estar mediada por diferentes citocromo oxidasas (7 - 11) que se 

diferencian por su afinidad al 02 y su sensibilidad al cianuro (eN} De acuerdo a la 

naturaleza química del donador de electrones, las oxidasas bacterianas se agrupan 

en citocromo-e oxidasas y quinol oxidasas. En ausencia de 02, algunas bacterias 

pueden utilizar otros aceptores terminales de electrones como nitrato (NO·3), nitrito 

(NO-2), óxido nítrico (NO), trimetilamina N-óxido (TMAO), dimetil-sulfoxido (DMSO), 

fumarato y sulfatos (12). Para la utilización de otros aceptores, las bacterias 

facultativas inducen la síntesis de reductasas específicas 

En general, los diversos sistemas respiratorios bacterianos pueden ser 

divididos en tres sectores funcionales (Figura 1): 1) La entrada de los sustratos 

endógenos, constituido por múltiples deshidrogenasas membranales para NADH, 

succinato, formato, etanol, glucosa, malato, lactato, H2 (Hidrogenasa) y otros 

sustratos (12 - 16). 2) Un sector intermedio que puede ser una vía común, o dos vías 

paralelas, aquí se encuentran quinonas, centros de Fe-S, citocromos de tipo b y e, y 

en ocasiones metaloproteínas. 3) Finalmente, un sector de salida constituido por las 

oxidasas del tipo citocromo-e oxidasas y/o quinol oxidasas diferentes cuando el 

aceptor final es el 02 (7 - 11). En la anaerobiosis, las bacterias facultativas y 

anaeróbicas pueden utilizar aceptores inorgánicos u orgánicos como el nitrato, nitrito, 

sulfato, DMSO, fumarato u otros aceptores, en donde una reductasa específica forma 

un complejo estructuro-funcional con citocromos de tipo b o e o d que la enlaza con 

los sectores previos de la cadena (12) y transforma al aceptor final. 

11) Quinonas bacterianas 

Las quinonas liposolubles se distribuyen en todos los sistemas biológicos y 

forman parte de los sistemas transportadores de electrones. Los procariotes con­

tienen diferentes tipos de quinonas (17), entre las más frecuentes se hayan las 
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Figura 1. Esquema general en la composición y organización de las cadenas respiratorias 
bacterianas (Adaptado de la referencia 12). 
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ubiquinonas, derivadas del 2,3 dimetoxi-5-metilbenzoquinona, en las que el derivado 

isoprenoide ocupa la posición 6. Además, existen las menaquinonas con la cadena 

isoprenoide en la posición 3. Dependiendo de la estructura (Figura 2) las quinonas 

respiratorias pueden ser divididas en dos grupos (17, 18): el primer grupo, incluye las 

benzoquinonas que comprende las plastoquinonas y las ubiquinonas (18); mientras, 

en el segundo grupo se encuentran las naftoquinonas, que son la filoquinona, 

menaquinona, desmetilmenaquinona (17) y las quinonas modificadas presentes en el 

dominio Archea (13). 

Debido a las amplias variaciones estructurales que presentan las quinonas 

dentro de diferentes grupos taxonómicos y a la relativa facilidad con que pueden ser 

aisladas y caracterizadas, se han utilizado como herramientas taxonómicas (17). La 

mayoría de las bacterias Gram-positivas y anaeróbicas Gram-negativas contienen 

sólo menaquinona (MK), mientras que la mayoría de las bacterias Gram-negativas 

estrictamente aeróbicas sintetizan sólo ubiquinona (UQ). Las bacterias Gram­

negativas anaeróbica~ facultativas se pueden sintetizar ambos tipos de quinonas UQ 

y MK. Finalmente, es importante destacar que en algunas especies del dominio 

Archea (13) se sintetizan quinonas modificadas, como la caldariella quinona (CK), 

termoplasma quinona (TK), sulfolobus quinona (SK) y una quinona tricíclica 

(Tricicloquinona, TCK). En conclusión, se puede decir que la síntesis de una u otra 

quinona y/o combinaciones de ellas, está altamente influenciada por la tensión de 

oxígeno en el cultivo. La función de las quinonas bacterianas es análoga a la de UQ 

en la mitocondria, donde actúa como transportador móvil de electrones y protones 

(H+) en el plano de la membrana citoplásmica, conectando el sector de las 

deshidrogenasas con el de los citocromos. 

Los procariotes facultativos sintetizan mezclas de UQ, MK y DMK. Cuando 

Escherichia coli crece aeróbicamente sintetiza mucha mayor cantidad de UQ-8 que 

de MK-8 y DMK-8 (19, 20), pero a muy baja tensión de O2 se reduce en forma 

dramática el nivel de UQ y se incrementa la síntesis de MK (17). Las bacterias Gram-

4 
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Filoquinona CH3 (lsopa)-(CH2Hlsopa satbH H H 
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a Isop = Isoprenoide = (CH2-CH=CCH3CH2)-
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Figura 2. Estructura de las quinonas fisiológicas y sus análogos con sus respectivos 
potenciales de óxido reducción, redox (Eo) en mV. 
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positivas (17) casi siempre sintetizan MK-n y su radical poli-isoprenoide tiene un n = 
7 a n = 18; además, el genero Bacillus (21) fundamentalmente sintetiza la MK-

7, pero el B. thurengiensis produce MK-8 en adición a MK-7 (21). Asimismo, en B. 

subtilis la MK es un componente obligatorio de la respiración dependiente de NAoH 

(22,23) Y succinato (24); sin embargo, al parecer la MK es mas selectiva y acepta los 

electrones principalmente de las deshidrogenasas de NAoH, glicerol fosfato, H2 y 

formato (25), mientras que la menaquinona en la respiración anaeróbica involucra al 

fumarato, oMSO o TMAO como aceptor final de electrones (18); igualmente, es 

primordial para la reducción de formato dependiente de nitrito (26). 

La participación de las quinonas UO, MK y oMK en el transporte de 

electrones en bacterias, ha sido demostrada utilizando las siguientes estrategias 

experimentales: a) Extracción de la quinona de membranas con n-pentano; b) 

destrucción de la quinona con luz ultravioleta cercana (360 nm) y c) eliminación de la 

quinona por mutación genética, de manera que no se afecten las actividades de las 

deshidrogenasas, oxidasas y/o reductasas vecinas. La utilización de cualquiera de 

estas estrategias permite comprobar la función por medio de experimentos de 

reconstitución principalmente con análogos ó con quinonas endógenas (23, 27 - 35). 

El efecto de análogos de quinonas se ha evaluado en experimentos de 

reconstitución en mitocondrias (36, 37). La menadiona, la plumbagina, la juglona y la 

lawsona (Figura 2) son análogos estructurales de la menaquinona con potenciales 

redox de O, -39, +30 y -152 mV, respectivamente; además, todas tienen un hidrógeno 

en lugar de la cadena isoprenoide (R3) de la MK-7 (E'o = -74 mV). Por otro lado, 

juglona y lawsona tienen como R2 un H y OH, respectivamente; mientras que la 

plumbagina y juglona tienen como Rs un OH. Por otro lado, se utilizan análogos 

hidrofílicos de la ubiquinona (36, 37) para estudiar sus efectos en la respiración y/o 

en los complejos en forma individual, con sustituyentes pequeños en Rs (Figura 3), 

de tal manera que el coeficiente de partición (38) en ciclohexano/agua de la UO-O, 

duroquinona (DO), 2'propenilquinona, propilquinona y UO-1 fue de 0.4, 0.7, 1.3,2.3 Y 

2.6, respectivamente; igualmente sus potenciales redox son mayores que O mV y su 
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efecto sobre los complejos 1, 11 Y III de la cadena respiratoria son diferentes, aún en 

un mismo complejo. 

111) Complejos respiratorios 

NADH: quinona oxidorreductasa 

El complejo 1, también llamado NADH: quinona oxidorreductasa o NADH 

deshidrogenasa (NDH), es el complejo de mayor tamaño en los sistemas de 

transporte de electrones en procariotes (39, 40) como en eucariotes (41 - 44), Y uno 

de los principales donadores de electrones a la poza de quinonas de la cadena 

respiratoria. En los procariotes, la composición oligomérica del complejo I comprende 

de 13 a 14 subunidades (39), mientras que en los eucarióticos puede incluir entre 32 

a 43 subunidades (42 - 44). Siete subunidades están codificados por el DNA mito­

condrial; del mismo modo, es importante mencionar que en muchas enfermedades 

mitocondriales humanas (45, 46) están involucrados defectos estructurales y 

funcionales del complejo 1. 

Las NADH quinona oxidorreductasas de los procariotes pueden dividirse en 

por lo menos tres grupos (39, 47); el primer grupo denominado NDH-1, lo representa 

la NADH-quinona oxidorreductasa translocadora de H+ y/o Na+ (39, 48 - 56); el 

segundo grupo, NDH-2, lo constituye la NADH-Q oxidorreductasa que carece de un 

sitio de acoplamiento energético (40, 47, 57), Y el tercer grupo NQR-Na+ o NDH-Na+ 

lo constituye la NADH-quinona reductasa translocadora de Na + a través de la 

membrana contribuyendo al potencial electroquímico (58 - 63). La NDH-1 es un 

complejo de 13-14 subunidades que tiene un FMN unido no covalentemente y al 

menos 5 centros de Fe-S detectados por EPR; la NADH-2 está constituida por un 

FAD unido no covalentemente, uno o dos FMN unidos covalentemente (47, 64) Y un 

solo polipéptido; finalmente, la Na+-NDH tiene un FAD unido en forma no covalente y 

posiblemente un FMN y un centro de Fe-S (detectado por EPR), y está formado por 4 

a 6 subunidades. Para la NDH-1 se ha descrito su composición polipeptídica y se ha 
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obtenido la secuencia completa del operón o grupos de genes de aproximadamente 

20 bacterias, entre las cuales se encuentran Rhodobacter capsulatus, Paracoccus 

denitrificans, E. coli, Thermus thermophilus, Salmonella typhimurium, Neisseria 

meningitidis, Mycobacterium tuberculosis, Pseudo monas aeruginosa, Helicobacter 

pylori (39, 40, 48, 50, 56). La NDH-2 se ha descrito en bacterias como B. subtilis, E. 

coli, B. stearothermophilus, T. thermophilus, Thermus aquaticus y Sulfolobus 

acidocaldarius (40,47,57), así como en mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae 

(65), Yarrowia lipolytica (66) y Neurospora crassa (67). La NOR-Na+ se ha descrito 

en Vibrio alginolyticus (62), Vibrio harveyi (61) Y V. cholerae (58) y la secuencia del 

operón es conocida para algunos microorganismos que incluyen Neisseria 

gonorrhoeae, N. meningitidis, V. alginolyticus, V. cholerae, V. harveyi, Haemophilus 

in fluenza e, Yersinia pestis, Shewanella putrefaciens, P. aeruginosa y Porphyromonas 

gingivalis (60). 

Succinato: quinona oxidorreductasa 

La superfamilia de las succinato: quinona oxidorreductasas (68-72) cataliza la 

oxidación de succinato a fumarato en el ciclo de Krebs y dona los electrones para la 

reducción de quinona a quinol, como también la reacción inversa, la oxidación de 

quinol para la reducción de fumarato. Dependiendo de la dirección de la reacción in 

vivo, las succinato: quinona oxidorreductasas pueden ser diferenciadas como 

Succinato: O~inona oxidorreductasas (SOR) presentes en la respiración aeróbica 

(70, 72), Y Ouinol: Fumarato Reductasas (OFR), sintetizadas para la respiración 

anaeróbica, en donde el fumarato es el aceptor final de electrones (69, 71,73,74). 

La SOR (68 - 70) por lo general está constituida por las subunidades 

hidrofílicas A y B, Y las subunidades transmembranales C y D; sin embargo, la 

mayoría de las SOR de las bacterias Gram-positivas y OFR de las E-proteobacterias 

(69, 75, 76) contienen un solo polipéptido hidrofóbico (C), que posiblemente proviene 

de la fusión de los genes de C y D. El dominio periférico, en el cual se localiza el sitio 

de interacción del succinato, está formado por una flavoproteína ( FP; 64-67 kDa), 
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con un FAD unido covalentemente y una proteína de hierro no hémico y azufre ácido­

lábil (IP; 27-31 kDa) integrado por tres centro de Fe-S: Un centro de [2 Fe-2S] 

denominado S1 (en SOR) o FR1 (en OFR), un centro [4Fe-4S] designado S2 o FR2, y 

un centro [3Fe-4S] indicado S3 o FR3 (69 - 71 )]. EL dominio transmembranal lo 

integran las subunidades FP y IP a la bicapa y es requerido para la reducción y 

oxidación de la quinona, con un polipéptido de peso molecular (23-30 kDa) o dos 

subunidades de menor peso molecular (13-18 y 11-16 kDa;); asimismo, tienen uno o 

dos protohemo IX con un hierro hexacoordinado o no presentan grupos hemo (75). 

Por la composición del dominio hidrofóbico y el contenido de hemo (70, 75, 76) 

las SORs pueden ser agrupadas en cinco clases (68, 77). Tipo A, está constituido 

por dos subunidades hidrofóbicas y dos grupos hemo, como en la SOR de 

Natronomonas pharaonis y Thermoplasma aeidophilum; tipo 8 contiene un poli­

péptido hidrofóbico y dos hemos, como sucede en Paenibaeillus maeerans, B. subtilis 

y Rhodothermus marinus, y en la OFR de Campylobaeter jejuni, H. pylori, Wolinella 

sueeinogenes y Desulfovibrio gigas; pero, las SQRs de tipo e, que conservan dos 

subunidades hidrofóbicas y un grupo hemo, por ejemplo en mitocondrias, P. 

denitrifieans, además de la SOR en E. eoli. Las Tipo D, con una composición de dos 

polipéptidos hidrofóbicos y un grupo hemo; la OFR de E. eoli se ubica en este grupo; 

finalmente, las de tipo E con dos subunidades hidrofóbicas SdhE y SdhF (77) y no 

contienen grupo hemo, que se expresan en Aeidianus ambivalens, S. aeidoealdarius, 

C. jejuni y cianobacterium Syneehoeystis. 

Quinol: eitoeromo-e- oxidorreduetasa 

El sistema bC1 es un complejo oligomérico transmembranal del sistema 

respiratorio mitocondrial (41, 42, 78, 79) Y de un número muy importante de 

bacterias (12, 80, 81) que tienen como aceptor terminal de electrones al O2, nitrato, 

tiosulfato y sulfito; asimismo, existe un complejo semejante, bsf, que está asociado 

con la fotosíntesis en cianobacterias y en cloroplastos de plantas superiores (78, 80). 

El complejo bC1 clásico de bacterias es un complejo transmembranal que contiene 

9 



4 • 

tres polipéptidos y cuatro centros redox (12, 41, 80, 82). El citocromo b, tiene dos 

grupos hemo b, uno de bajo potencial denominado bL (Em = -90 a -30 mV) y el otro 

de alto potencial ~ (Em = 40 a 90 mV), unidos no covalentemente a histidinas 

conservadas en las hélices transmembranales 11 y IV. La proteína Fe-S (IPS) de 

Rieske contiene un centro de 2Fe-2S (Em = 280 mV), que está unido mediante 

enlaces coordinados a dos cisteínas y dos histidinas conservadas en su secuencia, 

con una señal característica de EPR g = 1.90 (82). La tercera subunidad típica del 

complejo es el citocromo C1 (Em = 225 a 250 mV), proteína ácida que contiene un 

hemo de tipo c de bajo espín unido covalentemente a dos residuos de cisteína, y los 

residuos de histidina y metionina se ligan en forma axial al grupo hemo. Finalmente, 

es importante mencionar que las especies del genero Bacillus se manifiesta otra 

variación muy interesante en la subunidad del citocromo b, que lo hace diferente al 

citocromo b del complejo bC1, de tal manera se puede plantear un tercera clase de 

complejo tipo bc, distinto a las clases bC1 y bsf (83,84). 

El mecanismo del flujo de electrones y protones en el complejo 111 se da a 

través del Ciclo Q modificado (78, 80, 82, 85), el cual requiere de las tres subunida­

des catalíticas, un citocromo b di-hérnico, un citocromo C1 Y la proteína de Rieske. 

Sin embargo se requieren dos vías internas separadas para la transferencia de los 

electrones de los tres sitios catalíticos, que catalizan la oxidación y reducción de la 

poza de quinona endógena y la reducción de un citocromo de tipo c. 

Oxidasas terminales 

La síntesis de las oxidasas bacterianas depende de las condiciones de creci­

miento y del estadio de desarrollo; sin embargo, la tensión de O2 es el factor 

regulador más importante (11); por ejemplo, E. coli tiene dos oxidasas respiratorias, 

en donde la citocromo oxidasa bd tiene una afinidad muy alta por O2, mayor que la 

b03; además, la oxidasa bd es expresada a altos niveles en los cultivos micro­

aerofílicos y anaeróbicos. La mayoría de las oxidasas respiratorias de procariotes 
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pertenecen a la super-familia de las hemo-cobre oxidasas (8, 86 - 90), la cual es 

bastante diversa en términos de sus donadores de electrones, afinidad por el 02, 

composición polipeptídica y tipos de hemos y metales, pero se caracterizan por la 

presencia de una subunidad homóloga a la subunidad I de la citocromo c oxidasa 

mitocondrial, y contiene un hemo de bajo spin hexacoordinado y un centro bimetálico 

o binuclear, donde el oxígeno es reducido a agua (8). Dicho centro está compuesto 

de un hemo de alto spin con un hierro pentacoordinado, en donde la quinta posición 

está ocupada por una histidina y un ión cobre, CUBo Según su donador inmediato, las 

hemo-cobre oxidasas (87 - 90) se pueden agrupar en dos subgrupos: las citocromos 

c oxidasas que tienen como sustrato al citocromo c y pueden ser del tipo aa3, baa3, 

ba3, caa3, cbbJ, caD3 Y CD3 Y las quinol oxidasas, que tienen como sustrato al 

quinol y pueden ser de tipo b03, bbJ, ba3 y aa3. La oxidasa bd (11) es una quinol 

oxidasa que no se ubica dentro de las hemo-cobre oxidasas, ya que su centro 

catalítico no contiene cobre activo y se constituye con dos hemos de alto espín, el 

hemo b595 y el hemo d. El complejo bd (11, 91 - 99) se ha purificado y/o se han se­

cuenciado sus genes en E. coli, Azotobacter vinelanddii, Klebsiella pneumoniae, Pho­

tobacterium phosphoreum, B. stearothermophilus, B. firmus OF4, B. s ub tilis , Shigella 

flexneri, Corynebacterium glutamicum, Mycobacterium smegmatis, C. jejuni, D. gigas, 

Synechocystis sp. cepa PCC 6803, yen algunas archaebacteria (96); este complejo 

está formado por las subunidades I y II con pesos moleculares de 48-54 y 35-43 kDa, 

respectivamente. En E. coli (11) la biosíntesis de la quinol oxidasa bd está regulada 

en forma negativa por el 02, y la mayor concentración se observa cuando crece 

microaerofílicamente y en condiciones anaeróbicas, con una Km de 5 nM. 

Las reductasas de oxígeno de la superfamilia de las hemo-cobre oxidasas se 

han identificado de diferentes formas (7, 8, 86, 87) de acuerdo a las propiedades 

bioquímicas, espectroscópicas, biofísicas y secuencia de aminoácidos de las 

subunidades. Pereira et al. (86) han propuesto una clasificación de las oxidasas que 

tiene en cuenta, tanto los datos anteriores así como los residuos específicos 

comprometidos en la unión de los grupos prostéticos y los que forman parte de los 
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diferentes canales de protones de la subunidad 1. Esta propuesta permite clasificar 

las oxidasas en tres familias: A, B Y C. La familia A tiene canales de protones 

denominados canales D y K Y puede ser dividida en dos grupos de acuerdo a los 

residuos de la hélice VI en el extremo hidrofóbico del canal D de la subunidad 1: 

primero, Clase A 1, en donde sus miembros se componen de dos o tres subunidades 

y comprende a las oxidasas con un residuo de glutamato en el motivo -

X274GHPEV279 - (por ejemplo, las oxidasas aa3 de P. denitrificans y H. halobium, caa3 

de B. subtilis, quinol oxidasa bOJ de E. coli, la bÓJ (ba3) en Bovis taurus, M. 

tuberculosis, Aeropyrum pernix 1, S. Acidocaldarius SoxM y Pyrobaculum aero­

philum) , y la Clase A2, que tienen una tirosina (Y) y una serina (S) en el motivo 

alterno -YSHPXV- (por ejemplo las oxidasas caa3 de R. marinus, T. thermophilus y 

Deinococcus radiodurans, oxidase 1 de A. aeolicus y las oxidasas de cianobacteria). 

La familia B se caracteriza porque los residuos de aminoácidos que hacen 

parte de los canales D y K en las oxidasas de la familia A no son conservados, y 

comprende las oxidasas de A. Aeolicus y Aeropyrum pernix, ba3 de T. thermophilus y 

N. pharaonis, ba(oJJ de B. stearothermophilus, SoxB de S. acidocaldarius, y aBJ de 

A. ambivalents. La familia e está formada por las oxidasas cbÓJ, las cuales parecen 

tener conservado solamente parte del canal K y ninguno de los residuos importantes 

del canal D está presente; no obstante, hay una tirosina en todas las oxidasas cbb3, 

con la excepción de la de H. pylori, en la misma posición del motivo YS de las 

oxidasas de la clase A2, la cual puede ser parte de una vía de protones (86). La 

oxidasas cbb3 se caracteriza por una alta afinidad por el oxígeno (km - 7 nM) y 

mantiene la facultad de bombear protones, por lo que se propone un papel en el 

metabolismo microaerofílico bacteriano (90); además, ha sido purificada en P. 

denitrificans, Rhodobacter sphaeroides, R. capsulatus, Bradyrhizobium japonicum y 

Pseudomonas stutzeri (90). Se han identificado genes homólogos de R. capsulatus, 

Azorhizobium caulinodans y un cierto número de bacterias patógenas de humanos, 

como la C. jejuni, H. pylori, P. aeruginosa, y V. cholerae, donde presumiblemente 

juegan un papel en la colonización de los tejidos anóxicos. 
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IV) Inhibidores de la cadena respiratoria 

Para la investigación de la composición, organización y función de la cadena 

transportadora de electrones es útil usar moléculas que puedan afectar de manera 

específica el funcionamiento de uno o más complejos enzimáticos del sistema 

respiratorio. 

En la actualidad los distintos compuestos que inhiben el complejo I (NADH­

Deshidrogenasa) se pueden agrupar en más de 60 familias, aunque hay dificultades 

para clasificarlos en términos químicos (100 - 105). Degli Esposti (100) distribuye 

los inhibidores en compuestos naturales y sintéticos, y su potencia está relacionada a 

la de rotenona; asimismo, los clasifica en forma funcional en tres tipos: los del tipo A 

son antagonistas del sustrato ubiquinona (Piericidina A primer sitio, Rolliniastatina-2, 

Idebenona y otros); tipo 8, tiene la propiedad de desplazar el Intermediario 

ubisemiquinona (Rotenona, piericidina A segundo sitio, amital, quinolonas y otros); 

tipo e son antagonistas en la formación o liberación del ubiquinol (Q-2 reducido, 

mixotiazol, capsaicina, 4-nonilfenol, dinitrofenol y otros). La relación estructura­

actividad de los inhibidores y su interacción con el complejo I (101, 102) se han 

estudiado más profundamente en mitocondrias y en algunos procariotes. 

Las actividades de NDH-1 son inhibidas por rotenona, piericidina A, DCCD, 

capsaicina, Rolliniastatina-1, bullatacina y piridabeno, etc. (39, 40, 106); también, se 

han descrito efectos inhibitorios de tres taninos sobre el complejo I mitocondrial de 

corazón de bovino (105), de los cuales el compuesto sanguiin H-11 es el inhibidor 

más potente, con un comportamiento no-competitivo con respecto a NADH, 

ubiquinona-1 y menadiona. Las moléculas de rotenona, amital, dicoumarol, pieri­

cidina y capsaicina a concentraciones de 0.025 ¡.tM a 500 ¡.tM inhiben la respiración 

con diferentes 150 y/o K, en membranas y/o células de las bacterias N. meningitidis 

(107), N. gonorrhoeae (108), E. coli (109), Enterobacter cloacae (110), P. 

denitrificans (40) T. thermophilus (40), Aerobacter aerogenes (111), Micrococcus 

luteus (112), Zymomonas mobilis (113), Rhizobium phaseoli de vida libre (114) y en 
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mitocondrias de Leishmania mexicana (115), etc. El efecto de estos inhibidores 

sobre los diferentes organismos puede explicarse por la estructura del complejo 

NDH-1 yen especial por la diferencia en el sitio de interacción de los inhibidores. 

La oxidación de NADH en Halobacterium salinarum (116) es inhibida por el 

ácido 7-iodo carboxílico, lo que indica la presencia de NDH-2 y se muestra 

claramente al no ser inhibida por rotenona y annonina; además; se ha descrito la 

flavona como un inhibidor de la actividad NDH-2 en Arum maculalum y S. cerevisiae 

(40); igualmente, se purificó y caracterizó la NDH-2 en membranas de Methylococcus 

capsulatus (117), la cual no es inhibida por rotenona ni flavona y el amital a altas 

concentraciones causa una inhibición parcial. Por otro lado, la NOR-Na + de V. 

alginolyticus (59, 118) es muy sensible a HONO, pero la NADH deshidrogenasa 

medida con menadiona como aceptar de electrones no requiere Na+ y es insensible a 

HONO, pero es fuertemente inhibida por Ag+; también, se ha demostrado que el 

antibiótico korormicina (59) inhibe la actividad NOR que requiere Na+. 

La actividad de la SOR es inhibida por reactivos de tipo tiol, y otros com­

puestos como fumarato, malonato, oxalacetato, tenoiltrifluoroacetona (TIFA), carbo­

xanilidas y HONO (69 - 73, 119, 120). El TIFA Y las carboxanilidas son potentes 

inhibidores lipofílicos de las actividades de la succinato oxidasa, succinato-citocromo 

e y SOR de diferentes tipos de eucariotes y procariotes; asimismo, las señales de 

EPR indican que el sitio de acción de la carboxina (5,6-dihidro-2-metil-1,4-oxathiina-

3-carboxanilida) y sus análogos y el TTFA se encuentra entre el centro S-3 [3Fe-4S] 

y la poza de quinona (70, 71, 121 - 124). EL efecto del HONO sobre la actividad de 

la SOR ha sido estudiado con profundidad en B. subtilis (70, 119, 122, 125), Y se 

postula que el HONO interactúa con el sitio de unión de la menasemiquinona que se 

encuentra cerca al hemo de bajo potencial; sin embargo, en E. coli el sitio de unión 

del HONO en la OFR esta próximo aliado citoplásmico (121, 126). 

El TIFA, la 3'-metil-octoxicarbixina y la 3'-octoxicarboxina afectan fuertemente 

la SDH en mitocondrias de células cardíacas de res (71), pero prácticamente no 
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inhiben el complejo 11 en mitocondrias del parásito de la malaria Plasmodium falci­

parum (127, 128) ni la actividad de la SOR de S. cerevisiae (129); sin embargo, el 

TIFA inhibe la SDH dé la larva infectiva L3 de Strongyloides ratti (130). Por otro 

lado, las atpeninas (120) son inhibidores específicos para la SOR de mitocondrias de 

mamífero y más potentes que la carboxina, TIFA y HONO, con una 150 de 0.011 J.1M 

Y 0.0036 J.1M para atpenina A4 y atpenina A5, respectivamente; sin embargo, en 

mitocondrias de Ascaris summ la 150 de las atpeninas anteriores es de 0.22 J.1M Y 

0.032 J.1M, respectivamente. La metil-carboxina y TTFA inhiben con diferente 

sensibilidad la respiración en E. coli (72), P. denitrificans (72), A. vinelandii R3 (131), 

R. phaseoli (27). Por el contrario en B. cereus (27) y B. subtilis (125) no observo 

efecto del TIFA sobre la respiración con succinato. En la archaebacteria 

termoacidofílica S. acidocaldarius (132) la SDH fue inhibida fuertemente por 

tetraclorobenzoquinona. La SOR de E-proteobacteria (Campylobacteraceae, Helico­

bacteraceae y el genero Dehalospirillum) , en especial en H. pylori, es inhibida en 

forma competitiva por el oxantel y también se ha sugerido como inhibidores el 

morantel y tiabendazole (69). Por otro lado, en B. subtilis y en otras bacterias que 

usan MK como la quinona respiratoria, la actividad de succinato oxidasa y succinato: 

menaquinona oxidorreductasa fueron inhibidas por el desacoplante CCCP o por 

agentes como valinomicina, que disipan el potencial de membrana (133). 

En mitocondrias y en células procarióticas, los inhibidores que actúan sobre el 

complejo bC1 se han clasificado en tres grupos, de acuerdo con su sitio de acción 

(78, 80, 134). El grupo I (Mixotiazol, estrobilurinas, oudemansinas) contienen la 

estructura E-,B-methoxycrylato (MAO), que se parece a la ubiquinona; se unen al sitio 

0 0 y al mismo tiempo bloquean la reducción del Centro de Fe-S y del cit. b(. vía el 

sitio 0 0 (134, 135). El mixotiazol inhibe la reducción de la proteína de Fe-S (ISP) por 

ubiquinol y cambia la resonancia gx en el espectro de EPR de la ISP de g = 1.79 a 

1.76 (136). 

Los inhibidores del grupo II (UHDBT [5-n-undecil-6-hidroxi-4,7-dioxobenzo-
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tiazole], PHDBT; UHNO y HMHOO) tienen como estructura común la 6-hidroxi­

quinona, con diferentes sustituyentes en las posiciones 2 y 3 (134); el sitio de unión 

se encuentra cercano al centro de Fe-S de la ISP de Rieske (134, 137 - 139), lo que 

impide la re-oxidación del centro de Fe-S e inhibe la reducción del cit. bt., de tal 

manera que bloquea la transferencia de electrones del centro de Fe-S al cit. C1 (140). 

Finalmente, el grupo III de los inhibidores bloquea la reducción de la quinona 

(oxidación del centro brl) no muestra una analogía estructural con respecto a los 

inhibidores de los otros dos grupos, y está constituido por Antimicina A, HONO y 

NONO (134). El sitio de interacción de los inhibidores de este grupo se encuentra 

en el sitio O¡, el cual se ubica en el centro de la membrana, diferente al sitio de unión 

de los inhibidores del grupo I y 11. En este sentido cuando se agrega mixotiazol sólo 

bloquea la reducción del cit. bt. vía el sitio 0 0 , y la antimicina detiene la oxidación del 

centro brl. Cuando la antimicina se agrega simultáneamente con mixotiazol, se inhibe 

la reducción de citocromo by C1; este efecto se denomina doble inhibición (double­

kili effect) porque inte.rrumpe el flujo de electrones en forma combinada a través del 

sitio 0 0 y O¡ (80, 134, 136). 

En las proteobacterias se han realizado estudios bioquímicos, cinéticos, con 

diferentes estrategias biofísicas y de biología molecular sobre los sitios y meca­

nismos de acción de los inhibidores del complejo 111; las investigaciones más 

extensas y profundas se han realizado en R. sphaeroides (135, 137, 141 - 143), R. 

capsulatus (143 - 147) Y Rhodovulum sulfidophilum (148). También se han realizado 

estudios de inhibición con HONO, antimicina A y mixotiazol con un efecto diferencial 

sobre la respiración en membranas de las ~-proteobacteria N. meningitidis (107) Y N. 

gonorrhoeae (108), Mycobacterium phlei (149, 150), B. megaterium (31), B. subtilis 

(119, 125, 151, 152), B. cereus (27), Proteus rettgeri (153), P. denitrificans (154), V. 

succinogenes (155), Bacteroides ruminicola (156), Bacteroides fragilis (157), M. 

luteus (112, 158), Rhizobium japonicum (159, 160), Alcaligenes eutrophus H16 (161), 

de Alcaligenes latus (162), A. vinelandii (163), Z. mobilis (113), $ulfolobus sp. cepa 7 

(164), a-proteobacteria Azospirillum brasilense (165). 
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Para las citocromo e oxidasas y quinol oxidas as se han reportado como 

inhibidores importantes al cianuro, la azida de sodio (NaN3), el HONO, el ácido salicil­

hidroxámico (SHAM) y otros análogos de quinona. El CN- y la azida interfieren el flujo 

de electrones al oxígeno por reaccionar con la citocromo oxidasa, en particular con el 

hemo 83 en el estado férrico. Se ha estudiado el efecto de KCN, azida, CO y SHAM 

sobre la oxidación de NADH, succinato y otros sustratos endógenos como también 

en presencia de ascorbato y TMPD en las ~-proteobacterias N. meningitidis (107) Y 

N. gonorrhoeae (108), en el genero Bacillus (166 - 169), , H. pylori (170), A. 

vinelandii (171), P. aeruginosa (172), P. stutzeri (173), Magnetospirillum magneto­

tacticum (174), R. sphaeroides (175), R. phaseoli (114), Acetobacter diazotrophicus 

PAL5 (176), Acetobacter aceti (177), Acetobacter methanolicus (178), R. japonicum 

(160), Z. mobílis (113), Staphylococcus aureus (179), A. aerogenes (111), A. latus 

(162), archaea Sulfolobus sp. cepa 7 (164) Y Vibrio succinogenes (180). 

O 
Se han reportado diferentes inhibidores para la quinol oxidasa tipo bd que se 

agrupan en dos clases: ligandos del hemo tales como el KCN que actúan en el sitio 

de unión del oxígeno y compuestos conocidos como antagonistas del quinol (10). La 

interacción del inhibidor con el sitio de unión tiende a ser débil y se ha señalado una 

resistencia relativamente alta del complejo bd al KCN con valores de K¡ entre 10 flM 

Y 100 flM (10), al igual que ocurre con la mayoría de inhibidores del sitio O de la cit. 

bd, como piericidina A, HONO, antimicina A, UHDBT (10, 181 - 183). Las quinolonas 

aurachin A, C y O Y sus derivados alkil son inhibidores mucho más potentes (177, 

184 - 186). En B. stearothermophilus (93) la oxidasa bd fue sensible a ZnCI2, ¡:r 

benzoquinona y 2,6-dimetil-¡:rbenzoquinona y también fue inhibida por NaCN y NaN3, 

pero en la anaeróbica 'estricta' D. gigas (98) la citocromo bd es relativamente 

insensible a cianuro. En membranas de C. glutamicum la NADH oxidasa fue inhibida 

por NaCN (94). En E. coli el UHDBT y el NONO inhiben el flujo de electrones en el 

complejo bas (187). Por otro parte, la quinol oxidasa del complejo bas, purificado de 

las bacterias A. methanolicus (188) y archaebacteria Thermoplasma acidophilum 

(189) fue fuertemente inhibida por el HONO. Por otro lado, se ha descrito al SHAM 

como inhibidor de las quinol oxidasas de eucariotes (190 - 193) Y muy poco en 
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procariotes (107, 194); además, en N. meningitidis (107) la actividad de la succinato 

y ascorbato -TMPD oxidasa fueron inhibidas por el SHAM en menos de un 5% y 1%, 

respectivamente, y la NADH oxidasa en un 21 %. 

Los conocimientos obtenidos hasta el momento, identifican los mecanismos 

moleculares de interacción de los diferentes inhibidores sobre los complejos 

respiratorios en eucariotes y en algunos procariotes como E. coli, B. subtilis, P. 

denitrificans, R. capsulatus y R. sphaeroides. En otros procariotes se ha avanzado 

en la caracterización cinética de la acción de los inhibidores en la membrana 

citoplásmica y en algunos complejos purificados del sistema respiratorio, los cuales 

muestran valores muy distintos para cada especie de microorganismos. Se necesita 

profundizar más en la caracterización cinética, sitios, mecanismos de acción y 

relación estructura-actividad de los inhibidores en el sistema transportador de 

electrones en membranas y en los complejos respiratorios purificados y caracteriza­

dos, en especial en la cadena respiratoria de las especies de la familia Neisseriaceae 

de la subdivisión ¡3-proteobacterias, porque los estudios son escasos (N. meningitidis 

y N. gonorrhoeae) y solamente se han desarrollado en membranas aisladas de no 

en los complejos respiratorios purificados. 

V) Eikenella corrodens 

Bacilo gram negativo, anaeróbico facultativo, pertenece al genero Eikenella de 

la familia Neisseriaceae de la subdivisión ¡3-proteobacterias; en esta familia también 

están los géneros Neisseria, Kingella, Microvirgula, Simonsiella, Vogesella y el grupo 

Chromobacterium. E. corrodens es un habitante normal de la cavidad oral humana, 

con un carácter de patógeno oportunista que se ha asociado a infecciones orales y 

no orales usualmente como parte de un consorcio microbiano (195 - 198). Las cepas 

de E. corrodens tiene un porcentaje de 57% a 58% por mol de GC en su DNA (199, 

200). Los diferentes componentes de la superficie bacteriana de E. corrodens, 

pueden considerarse como factores de virulencia, entre los cuales se encuentran los 

lipopolisácaridos, exopolisacáridos, proteínas de membrana externa y adhesinas 
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(198, 201- 204). Otros factores relacionados con sus mecanismos de patogénesis, 

características morfológicas de colonia, factores de agregación, actividades 

enzimáticas, interacciones con otras especies y la diversidad clonal (205 - 207) han 

sido caracterizado. También se ha avanzado en la característica del sistema genético 

(206, 208) Y en el mapa molecular de su metabolismo (209 - 212). 

La caracterización bioquímica indica que E. corrodens es una bacteria con 

actividad positiva para oxidasa, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, 

prolinaiminopeptidasa, carboxipeptidasa para glutamato, azocaseinasa, fosfatasa 

alcalina y ácida, fosfoamidasa, esterasa y esterasa de lípidos (198, 199, 210 - 212); 

también, tiene actividad variable de catalasa, trazas de sulfuro de hidrógeno (H2S); 

pero, carece de ureasa, indol, gelatinasa y esculina (199). Se caracteriza por ser una 

bacteria asacarolítica que no produce ácido ni gas a partir de glucosa, xilosa, manitol, 

lactosa, sacarosa ó maltosa, pero sí reduce el nitrato a nitrito (199, 211). La 

producción de energía de E. corrodens (210) parece estar ligada, en forma parcial o 

total a la desaminación oxidativa de prolina, glutamato, serina y glutamina en donde 

el nitrato actúa como último aceptor de electrones. 

En términos generales es muy poco lo que se ha avanzado en los aspectos 

bioenergéticos de E. corrodens. Solamente se ha postulado al nitrato como aceptor 

de electrones de la cadena respiratoria y a la ubiquinona como intermediaria; sin 

embargo, la función de tales compuestos en el transporte de electrones como la 

presencia de los sustratos endógenos y los complejos del sistema respiratorio de E. 

corrodens no ha sido estudiado; es decir, la composición y organización de la cadena 

transportadora de electrones como su relación con su fisiología, a los procesos de 

patogénesis en la cavidad oral y sitios de infección extra-oral aún no se ha 

comprendido. Lo anterior permitirá profundizar en la composición, organización y 

función de los sistemas respiratorios en la familia Neisseriaceae de la subdivisión ~­

proteobacterias, en consecuencia se ahonda en la diversidad de su fisiología, la 

bioquímica y la bioenergética como en la plasticidad de la cadena transportadora de 

electrones; por lo tanto es importante dar respuestas a las siguientes preguntas: 
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• ¿Cuáles son los sustratos fisiológicos que alimentan el sistema respiratorio de 

E. corrodens en condiciones aeróbicas? 

• ¿Qué tipos de citocromos se sintetizan en condiciones de crecimiento con 

oxígeno limitado? 

• ¿Cuál(es) es (son) la(s) oxidasa(s) y/o reductasa(s) que se expresan en estas 

condiciones de crecimiento? 

• ¿Cómo están organizados los componentes del sistema respiratorio? 

• ¿Cuál es el efecto de los inhibidores respiratorios sobre el transporte de 

electrones? 

• ¿Pueden estimular la velocidad de respiración lo análogos de quinonas? 

20 



------ ------- ---- - - ~ ~ -- ~ -

1. HIPÓTESIS 

Si E. corrodens es capaz de crecer en condiciones de baja oxigenación, 

entonces podemos postular que esta bacteria posee un sistema respiratorio 

que le permite utilizar el oxígeno como aceptar terminal de electrones. 
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2. OBJ ETIVOS 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

• Definir la composición y organización del sistema respiratorio de Eikenel/a 

corrodens cultivada en condiciones de oxígeno limitado (cultivo estático). 

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Identificar los sustratos endógenos de la cadena respiratoria en membranas de 

Eikenella corrodens obtenidas a partir de células cultivadas en condiciones 

estáticas. 

• Identificar los pigmentos respiratorios (citocromos) en membranas de Eikenella 

corrodens de células cultivadas en condiciones limitadas de oxígeno. 

• Definir el efecto de diversos inhibidores respiratorios sobre la respiración evocada 

por distintos donadores de electrones en membranas de Eikenel/a corrodens. 

• Definir el efecto de análogos de naftoquinona y ubiquinona sobre la respiración 

evocada por distintos sustratos en membranas de Eikenel/a corrodens. 
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3. METODOS V MATERIALES 

3.1 Eikenella corrodens 

Se utilizó una cepa silvestre de Eikenella corrodens 23834 de la ATCC 

(American Type Culture Collection), Manassas, Virginia, U.S.A., la cual se activó en 

agar GC y medio líquido GC, recomendado por ATCC. 

3.2 MEDIO DE CULTIVO, CONTROL DE CRECIMIENTO V RECOLECCiÓN 

La cepa fue mantenida por cultivo semanal en agar sangre triptosa (216) 

suplementado con sangre de cordero desfibrinada al 5% y se cultivó en una 

atmósfera de C02 10% más 90% de aire a una temperatura de 34 OC - 37 OC o en su 

defecto se obtuvieron colonias cultivadas en agar GC a 34 OC por 2 a 3 días. Para 

cultivo líquido, se utilizaron fragmentos de agar para inocular 50 mi de medio basal 

de extracto de levadura BY (216), el cual fue modificado y se le denominó medio 

MEC, donde se le adicionó, por litro, 15 9 de hidrolizado de caseína, 1 9 de formiato 

de sodio, 1 9 de serina y prolina, 0.5 9 de cisteína, 0.4 9 de triptófano y 0.25 9 de 

metionina, 4 mg de cloruro de manganeso, 15 mg molibdato de sodio, 1 mg de 

tiamina-HCI y 1 mg de ácido nicotínico. Luego, se hicieron transferencias sucesivas 

hasta un volumen final de 1 L en un matraz de 2 L. En forma rutinaria se analizó la 

pureza del cultivo en el microscopio, usando la tinción de Gram. 

Los cultivos fueron incubados sin agitación a 34 - 370C por 20 - 24 horas, 

luego las células fueron recolectadas por centrifugación a 15.300 X 9 por 10 min a 

4 OC (Centrífuga Beckman, Avanti J-25), y el paquete celular se lavó de dos a tres 

veces con amortiguador de Tris-HCL 50 mM + EDTA 5 mM + NaCI 200 mM pH 7.5 

(TEN). Las células se fraccionaron inmediatamente o se almacenaron a - 70°C. 

3.3 FRACCIONAMIENTO CELULAR V OBTENCiÓN DE MEMBRANAS 

Las células (0.5 9 de células por mi) se resuspendieron y homogenizaron en el 

amortiguador TEN, y se le adicionó el inhibidor de proteasas PMSF. Esta suspensión 

fue incubada con lisozima por 30 min a 4 OC, seguido por 30 min a 37OC; 
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posteriormente, la suspensión fue sometida a sonicación con un ultrasonicador (20 

kHz, Model 250, Branson, Sonic Power Co., Dambury, Conn., U.S.A.) por un tiempo 

total de 25 min a 4 OC. Las células enteras fueron eliminadas por centrifugación a 

10.000 X g por 10 min a 4 OC; el sobrenadante obtenido se centrifugó a 75.000 X g 

por 3 horas a 4 OC Y el sedimento (membranas) fue lavado dos veces con fosfato 100 

mM, pH 7.4; finalmente, las membranas fueron utilizadas inmediatamente o 

almacenadas a -70 OC. La concentración de proteínas se determinó mediante el 

método de Lowry-SDS (217) y se usó la albúmina como estándar. 

3.4 ENSA VOS ENZIMÁ TICOS 

3.4.1 Oxidasas 

3.4.1.1 Las actividades de oxidasa fueron determinadas por el método polarográfico 

utilizando un electrodo tipo Clark como fue descrito por Escamilla et al. (218) .. El 

medio de reacción, en un volumen final de 2.8 mi, contiene 1.0 mg de proteínas de 

membranas celulares, fosfato de potasio 100 mM pH 7.4 para los ensayos de NADH 

y succinato oxidasa y pH 6.8 para Ascorbato-TMPD oxidasa. Los ensayos se 

realizaron a 34 OC Y las actividades se expresan como átomos ngramo de 02 / min / 

mg proteína). La reacción de NADH oxidasa se inicia con la adición del sustrato 

NADH a concentración final de 0.5 mM. Para medir la actividad de succinato 

oxidasa, a la mezcla de reacción se le agregó 15 ¡ll de succinato 0.6 M, seguido por 

incubación durante 5 min y se inició la reacción con succinato a una concentración 

final de succinato 40 mM. En los sistemas que transfieren directamente los 

electrones al citocromo e, la actividad se midió utilizando una mezcla final de TMPD 

0.1 mM y ascorbato de sodio 10 mM a pH 6.8 (218); además, fueron realizado los 

ensayos con NADH 0.5 mM más TMPD 0.1 mM ó DCPIP 0.08 mM; finalmente, se 

midió la actividad en presencia de tetraclorohidroquinol (TCHQ) 3.5 mM + ascorbato 

10 mM y TCHQ solo. A la actividad resultante se le restó el pequeño consumo de 02 

que ocurre en ausencia de membranas, debido a la auto-oxidación del ascorbato y 

TMPD. 
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3.4.1.2 Análogos de quinona e inhibidores. Se siguió el mismo procedimiento 

usado para las oxidasas, donde se agrega el análogo de quinona al medio de 

reacción que contiene fosfato 100 mM, pH 6.8 Y 1.0 mg de proteína membranal y se 

inicia la reacción con el sustrato. Por otro lado, los inhibidores se incubaron por 3 

min con 1.0 mg de proteína membranal. Luego se midió la actividad con el sustrato 

indicado; para los experimentos con los análogos de quinona, se incubó primero con 

el inhibidor y luego se adicionó la quinona. Los análogos de quinona fueron disueltos 

en etanol absoluto. Los inhibidores se prepararon de la siguiente manera: KCN y 

quinacrina en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.0; dicumarol en KOH 30 mM; 

rotenona, flavona, antimicina A, HONO, mixotiazol, capsaicina, DCCD y 2,4-

dinitrofenol en DMSO. Las cantidades utilizadas de los diferentes solventes para 

aplicar los inhibidores no tuvieron efecto sobre las actividades de las oxidasas 

medidas. 

3.4.2 Oxidorreductasas 

Las actividades de las oxidorreductasas en las membranas celulares fueron 

determinadas por un método espectrofotométrico a temperatura ambiente (27,218). 

Se utilizó el DCPIP que cambia a leuco cuando se le reduce. La reducción del 

DCPIP se midió a 600 nm (coeficiente de extinción de 21 mM-1 cm-\ Para medir la 

actividad de la NADH deshidrogenasa, la mezcla de reacción contiene fosfato de 

potasio 100 mM, pH 7.4, DCPIP 0.08 mM, NADH 0.2 mM y se inició la reacción con 

la adición de membranas (0.1 mg proteína) para un volumen total de 1.0 mI. Para 

determinar la actividad la succinato deshidrogenasa, la mezcla de reacción contiene 

fosfato de potasio 100 mM, pH 7.4, succinato 42 mM, membranas (0.1 mg proteína), 

se pre-incubó durante cinco mino y se inició la reacción con PMS 1.0 mM y DCPIP 

0.08 mM para un volumen total de 1.0 mI. La actividades se expresaron en . 

nanomoles de DCPIP reducidos / min / mg de proteína. 
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3.4.3 Ensayo de la nitrato reductasa 

La actividad de la nitrato reductasa fue determinada a temperatura ambiente 

siguiendo espectrofotométricamente la oxidación de metil viológeno por el nitrato en 

celdas especiales para anaerobiosis (219). La mezcla de reacción (2.5 mi) contiene 

fosfato 0.1 mM pH 7.4 saturado con nitrógeno, metil viológeno 1 mM, nitrato 2 mM y 

0.1 mg de proteína membranal; el metil viológeno fue reducido por ditionita y la 

reacción fue iniciada por adición de nitrato. La oxidación de metil viológeno fue 

medida a 600 nm y se usó un coeficiente de extinción de 11.4 mM-1 cm-1 (219). 

3.5 ANÁLISIS ESPECTRAL DE LOS CITOCROMOS 

Los espectros diferenciales de los citocromos fueron determinados en un 

espectrofotómetro DU 640 Beckman (Beckman Instruments Inc, U.S.A) a tempera­

tura ambiente en una celda de cuarzo de 1.0 mm de paso de luz. Los espectros a 

temperatura de nitrógeno liquido (77 K) se realizaron en celdas de paso de luz de 2 

mm en un espectrofotómetro de doble longitud de onda SLM DW2000 (SLM 

Instruments Inc, Urbana, 111, U.S.A.). Las preparaciones fueron diluidas en glicerol al 

50%, para evitar la sedimentación. La oxidación total de las membranas en la celda 

de referencia se logró mediante la adición de unos cristales de persulfato de amonio 

o agitación vigorosa y su reducción total se obtuvo con unos cristales de hidrosulfito 

de sodio (ditionita). Las concentraciones finales de los sustratos usados fueron 

NADH 2.5 mM, succinato 30 mM, formato 40 mM y ascorbato 10 mM + TMPD 0.1 

mM; asimismo, sus espectros respectivos fueron registrados a los 60 min de 

incubación, tiempo suficiente para lograr condiciones anóxicas. Para obtener los 

aductos ferrocitocromo-CO, las muestras reducidas con ditionita fueron burbujeadas 

con CO por 3 min a temperatura ambiente y los espectros fueron registrados usando 

como referencia la preparación reducida con ditionita. Las concentraciones de los 

citocromos fueron calculadas del espectro diferencial reducido menos oxidado 

(ditionita o sustrato) y ditionita + CO menos ditionita de las membranas, a 

temperatura ambiente. Los pares de longitudes de onda en nm y los coeficientes de 
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extinción usados fueron para citocromo b, (E 562-575) = 22 mM-1 cm-1; citocromo e 

(E550-540) = 19.1 mM-
1 

cm-
1
; y citocromo o-CO (E 415-430) = 145 mM-1 cm-1 (176,218). 

Para los espectros de fotodisociación a baja temperatura (77 K) del complejo 

hemo-CO reducido, las membranas fueron homogenizadas en amortiguador de 

fosfato 50 mM, pH 7.0, Y se agregó etilenglicol a una concentración final de 30% v/v. 

La reducción anóxica de la preparación fue inducida por la adición de una pequeña 

cantidad de ditionita, y después burbujeada con CO por 5 mino La celda anóxica (2 

mm de paso de luz) fue congelada en un baño de etanol - hielo seco (C02 sólido) a 

195 K, donde fue mantenida por al menos 5 min en la oscuridad antes de congelarla 

a 77 K en el compartimiento de la muestra del espectrofotómetro de doble longitud 

de onda SLM DW2000. Las muestras fueron escaneadas dos veces entre 400 y 750 

nm (usando 500 nm como la longitud de onda de referencia) y la diferencia graficada 

para obtener la línea basal; inmediatamente, a la muestra se le aplicó un proceso de 

fotólisis con tres destellos de luz desde un flash fotográfico colocado a pocos 

centímetros de la ventana de la celda, y entonces el espectro diferencial post-fotólisis 

fue registrado. El espectro diferencial de fotodisociación compuesto hemo-CO fue 

obtenido por sustracción del espectro de pre-fotólisis del espectro post-fotólisis (220). 

3.6 EXTRACCION y ANÁLISIS DE LOS CITOCROMOS DE TIPO e Y HEMOS 

El método de electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil 

sulfato de sodio (SDS-PAGE) reportado por Schagger y von Jagow (221) fue usado 

en placas de 16 X 14 cm con un gel concentrador al 5% y un gel separador al 

10%. Los citocromos de tipo e fueron revelados por su actividad de peroxidasa, 

como fue reportado por Miranda-Ríos et al. (222). El citocromo e de caballo 

comercial y el de Bacillus cereus (223) caracterizado previamente fueron usados 

como controles positivos para la tinción (dato no mostrado). 

Los grupos hemo fueron identificados en columnas (2 X 150 mm) de 

cromatografía líquida de alta presión (HPLC) de fase reversa (223), en un sistema de 

cromatografía (Waters Associates, Milford, Mass) equipado con un Delta-Pak HPI 
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CI18 300 Á. Los hemos fueron extraídos de las membranas (30-40 mg de proteínas) 

en acetona / HCI; posteriormente, los hemos en acetona / HCI fueron extraídos en 

éter, luego se agregó agua; la fase éter conteniendo los hemos fue removida y el éter 

fue evaporado con una corriente de nitrógeno como lo describe Puustinen y 

Wikstrom (224). Los hemos fueron disueltos en una solución de acetonitrilo - ácido 

trifluoroacético 0.5% y colocados en una columna previamente equilibrada con ácido 

trifluoroacético 0.5% - acetonitrilo 25% en agua; posteriormente, los hemos fueron 

eluídos mediante un gradiente de acetonitrilo en agua, conteniendo ácido 

trifluroroacético 0.5%. La posición de los hemos se detectó espectrofotométrica­

mente a 405 nm como lo describió Lübben y Monrand (225). Los siguientes 

estándares fueron utilizados: los hemos B y O extraídos de las membranas de B. 

cereus (223), los hemos B y A de partículas mitocondriales de corazón de bovino, y 

los protohemos IX de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). 

28 



, 

4. RESULTADOS 

Actividades de las oxidasas en membranas de Eikenella corrodens y efecto de 
los inhibidores respiratorios 

Las membranas obtenidas a partir de células de E. corrodens cultivadas en 

condiciones estáticas catalizan el consumo de O2 en presencia de succinato, NADH, 

formiato y sustratos artificiales que transfieren directamente los electrones al 

citocromo c. Las actividades específicas con cada uno de los sustratos anteriores fue 

determinada (Tabla 1). La mayor actividad específica registrada (680 átomos-ng 

02·min-1.mg de proteína-1) fue para la oxidasa de TCQH-ascorbato y fue 2.5,6.8, 

21, 68, Y 28 veces mayor que con ascorbato-TMPD, succinato, NADH, formiato y 

as corbato solo, respectivamente. De los sustratos fisiológicos, el succinato fue el 

mejor, oxidándose a velocidades 3 y 10 veces superiores con respecto a NADH y 

formiato, respectivamente. Las actividades específicas para las deshidrogenasas 

también fueron determinadas. En el caso de la succinato y NADH deshidrogenasas 

(Tabla 1) la actividad fue de 200 y 235 nmoles de DCPIP reducidos / min / mg de 

proteína, respectivamente; sin embargo, la succinato: UQ endógena-DCPIP 

oxidorreductasa fue de 35. El ensayo de succinato deshidrogenasa utiliza PMS­

DCPIP como aceptar a diferencia del segundo ensayo que utiliza solo al DCPIP 

como aceptar y por tanto tiene que recibir los electrones de algún componente de la 

cadena respiratoria que puede ser la NADH deshidrogenasa o la UQ endógena o 

algún citocromo de tipo-c. Habitualmente el PMS es considerablemente más eficiente 

como aceptar directo de electrones para la succinato deshidrogenasa. Por otro lado, 

la actividad específica de la nitrato reductasa en membranas de E. corrodens, se 

determinó en presencia de metil viológeno reducido por ditionita como donador de 

electrones y la actividad fue de 230 nmoles de metil viológeno oxidado / min / mg de 

proteína. En resumen, los datos anteriores indican que el succinato es el mejor 

sustrato fisiológico de la cadena respiratoria de E. corrodens cuando las células 

fueron cultivadas en condiciones limitadas de oxígeno; asimismo, los resultados 

indican la presencia de la nitrato reductasa; finalmente, resulta interesante que el 

TCHQ, que tiene una estructura parecida a la ubiquinona endógena de E. corrodens 
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(220), se oxida a una velocidad que resultó casi 7 veces mas alta que la respiración 

con succinato, el mejor sustrato fisiológico. 

Tabla 1. Actividades respiratorias asociadas a partículas membranales de Eikenella 
corrodens cultivadas estáticamente. 

Sustratos Oxidasaa Oxidorreductasa D 

Succinato 100 200 

NADH 32 235 

Formiato 10 ----

NADH-TMPD 260 ----

Ascorbato-TMPD 270 ----

Ascorbato 24 ----

TCHQ + Ascorbato 680 ----

Nitrato reductasa ----- 230
c 

a Las oxidasas fueron medidas polarográficamente con un electrodo de Clark como se describe en 
métodos y materiales. La actividad se expresa como átomos-ng de 02·min-l.mg de proteína-l . 

b La actividad se expresa como nmoles de DCPIP reducidos.min-l .mg de proteína-l. 

c La actividad se expresa como nmoles de metil viológeno oxidado.min-l .mg de proteína-l. 

La respiración dependiente de succinato fue titulada con inhibidores del sitio 11 

(Figura 3A). La actividad de la succinato oxidasa fue inhibida en un 50% por 

antimicina A 20 }.lM Y HONO 40 }.lM; a 100 IJM de ambos inhibidores aún se observa 

el 30-40% de la actividad. El mixotiazol fue un inhibidor más potente, ya que la oxida­

ción de succinato fue inhibida en un 50% a 1.7 }.lM Y un 90% con 10 }.lM (Figura 3A). 

Este resultado sugiere que la cadena transportadora de electrones de E. corrodens 

contiene un complejo bC1 más sensible a mixotiazol que a antimicina y HONO. El 

TTFA Y DCCD fueron inhibidores pobres (Figura 3A) y el 2,4 dinitrofenol no afecta la 

velocidad de oxidación del succinato. Por otro lado, el cianuro sobre las actividades 

de la succinato, ascorbato-TMPD y NADH-DCPIP oxidasas (Figura 38), muestra una 

inhibición monofásica para los tres casos. La oxidación de succinato fue inhibida en 

un 50% por KCN 3}.lM Y prácticamente abolida por KCN 30 }.lM. La respiración con 
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Figura 3. Efecto de los inhibidores del sitio II (A) Y cianuro (B) sobre el 
transporte de electrones en membranas de Eikenella corrodens ATCC 
23834. A) Efecto del mixotiazol (O), antimicna A (O), HONO (e), 
DCCD (.) y TTFA (a) sobre la actividad de la succinato oxidasa. 
B) Inhibición de la succinato (T), ascorbato-TMPD (O), TCHO (.) y 
NADH-DCPIP (e) oxidasa por KCN. La actividad específica registrada 
en la ausencia del inhibidor fue de 90±10, 260±20, 181 ±1 O, 11 0±1 O 
átomos-ng de 02·mg de proteína-1 ·min-1 para succinato, ascorbato­
TMPD, TCHO y NADH-DCPIP oxidasa, respectivamente. Los ensayos 
fueron realizados según lo descrito en Métodos y Materiales. 
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ascorbato-TMPD fue inhibida en un 50% por KCN 6 JlM Y a una concentración de 

KCN 30 JlM se afectó en un 85% el consumo de 02; además, la respiración con 

NADH en presencia de DCPIP fue inhibida en un 50% por KCN 11 JlM Y se inhibió en 

un 85% por KCN 100 JlM; asimismo, la actividad de la NADH-TMPD oxidasa, que 

realiza un "by pass" del complejo I al citocromo e y/o citocromo oxidasa, fue inhibida 

en un 80% por KCN 100 JlM. Bajo todas las condiciones ensayadas se detecta una 

oxidasa terminal muy sensible a cianuro. Una fracción muy baja de la respiración (:5 

20%) es resistente a concentraciones bajas de cianuro (100 JlM). 

Los inhibidores clásicos de la NDH-1 (Tabla 2) como quinacrina, dicumarol y 

rotenona afectan la actividad de la NADH oxidasa de un 35% al 40%, mientras la 

flavona (Tabla 2), inhibidor de la NDH-2 en algunos organismos (40), inhibe el 30% 

de la respiración. Así, el complejo I de E. corrodens no tuvo un comportamiento 

definido frente a los inhibidores que habitualmente sirven para distinguir ente NDH-1 

y NDH-2, simplemente fue parcialmente sensible a ambos. El HONO, antimicina A y 

mixotiazol fueron inhibidores pobres en la respiración con NADH (Tabla 2), ya que 

inhiben entre un 16 - 31 %. Se obtuvo una respuesta semejante cuando se realizó el 

experimento con antimicina más mixotiazol, condición de doble inhibición, "double 

kili" (80); además, se obtuvo un resultado parecido en presencia de cianuro. Sin 

embargo, es importante mencionar que la actividad basal de la NADH oxidasa fue 

cuatro veces menor que la succinato oxidasa, lo cual puede ser reflejo de que la UO 

endógena no es un mediador óptimo en el transporte de electrones entre la NADH 

deshidrogenasa y el sector de oxidasas; es decir, esta etapa es el factor limitante 

para la velocidad de transporte de electrones, de tal manera que en toda condición 

de titulación con los inhibidores del sitio " y el KCN, no se inhibe el transporte de 

electrones en forma semejante a la respiración con succinato. 

La velocidad de oxidación del TCOH fue más alta que para cualquiera de los 

sustratos fisiológicos y/o artificiales utilizados (Tabla 1); sin embargo, la actividad con 

TCHO fue inhibida en un 90% por KCN 100 JlM, resultado muy semejante a los 

obtenidos en la figura 3B. Por lo tanto, se sugiere que el flujo de electrones producto 
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Tabla 2. Efecto de los inhibidores del transporte de electrones sobre la respiración
a 

con NADH y succinato en membranas de Eikenella corrodens ATCC 23834. 

Inhibidor Concentración Inhibición (%) 
(JlM) NADH Succinato 

Ouinacrina 300 36 ---

Dicumarol 250 38 ---
Rotenona 300 41 ---
Flacona 300 32 ---

TTFA 100 --- 13 

DCCD 50 --- 22 

HONO 100 31 59 

Antimicina A 100 16 63 

Mixotiazol 25 18 90 

KCN 50 0100 16 90 

Antimicina A + Mixotiazol 100/25 20 ---

a La actividad de la NADH y succinato oxidasa sin el inhibidor fue de 21 y 100 átomos-ng de 02omin·l . 

mg de proteína-1
, respectivamente. 

de la oxidación del TCHO llega a la citocromo oxidasa más sensible a cianuro. 

Los citocromos de la membrana citoplásmica de E. corrodens 

Las membranas obtenidas a partir de células que crecieron bajo condiciones 

limitadas de 02 fueron reducidas con algunos de los siguientes sustratos: ditionita, 

succinato, NADH, formiato, ascorbato-TMPD ó ascorbato solo (Figura 4). El espectro 

diferencial reducido con ditionita menos oxidado-aire (espectro a) indica la presencia 

de citocromos de tipo b con máximos a 428, 530 Y 558 nm y un ligero hombro a 562 

nm. La presencia de citocromo e fue señalada por un hombro a 550 nm y absorción a 

424 nm. Es importante subrayar que las señales espectrales típicas para los cito-

cromos aa3 (445 y 605 nm) y d (630-637 nm) no fueron detectadas_ Este resultado 

descarta a las oxidasas aa3 Y bd como oxidasas terminales del sistema respiratorio 

de E. corrodens. Los espectros obtenidos en presencia de succinato, NADH y 
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formiato (Figura 4, trazos b, c y d, respectivamente) muestran las mismas caracteres­

ticas espectrales, si bien los niveles de reducción alcanzados para todos los cito­

cromos fueron menores que los inducidos por ditionita (Tabla 3). El orden de eficacia 

para estos tres los donadores de electrones probados fue: succinato > NADH > 

formiato. La reducción con ascorbato-TMPD y ascorbato solo (Figura 4, trazos e y f, 

respectivamente) produce picos a 428,524,530,554 Y 558 nm y hombros a 424,550 

Y 560-564 nm. La reducción importante del componente a 554 nm inducida por 

ascorbato solo (Tabla 3) indica que hay un citocromo e localizado sobre el lado de 

alto potencial del sistema respiratorio. Ha sido sugerido (226, 227) que el ascorbato 

puede ser usado para identificar citocromo oxidasas que usan un citocromo e como 

donador de electrones; por ejemplo, la citocromo oxidasa caa3 en B. subtilis. En 

nuestro caso, el ascorbato reduce en forma sobresaliente sólo a un citocromo b; por 

consiguiente, parecería que un citocromo e y un citocromo b están en la vía de 

reducción y/o forman parte del centro catalítico de la oxidasa terminal. 

Los niveles de reducción de los citocromos por los sustratos utilizados (Figura 

4) fueron calculados (Tabla 3). Después de ditionita, los niveles de reducción más 

Tabla 3. Concentración y porcentaje de reducción de los citocromos asociados con 
la membrana de células de Eikenella corrodens ATCC 23834 cultivada con O2 

estático en presencia de diferentes sustratos. 

Citocromoa (n mol [mg de proteínar') 

Sustratos 8 % reducido e % reducido 

Ditionita 0.32 100 0.2 100 

Succinato 0.17 53 0.15 75 

NADH 0.12 37 0.10 50 

Formiato 0.025 8 0.04 20 

Ascorbato-TMPD 0.23 72 0.18 90 

Ascorbato 0.15 47 0.14 70 

o'·CO o b-CO 0.22 69 ---- ----

a La concentración de los citocromos fue calculada a partir de los espectros diferenciales de reducción 
con los sustratos indicados, como se describe en métodos y materiales, a temperatura ambiente. 
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altos para los citocromos b y e fueron obtenidos con ascorbato-TMPD seguido por 

succinato, ascorbato solo, NADH y formiato. Estos datos son consistentes con su 

eficiencia como donadores de electrones a la cadena respiratoria de E. corrodens, 

como se obseNa en la Tabla 1 y Figura 4. 

El sitio de acción de los inhibidores del sitio 11 fue determinado en membranas 

reducidas por succinato (Figura 5). Un experimento preliminar demostró que el 

nivel de reducción máximo con succinato se alcanzaba a los 30 min; por lo tanto, el 

espectro fue registrado después de los 30 min de incubación. Con succinato (Figura 

5, trazo a), las señales espectrales en la región a-~ corresponden a 524, 530, 550, 

558 Y 562 nm. En presencia de mixotiazol 50 ~M (trazo b), la reducción de los cito­

cromos de tipo b (delta de absorbencia, ~Ab558-575) por succinato disminuyó en un 

36%, mientras la reducción de los citocromos c (~Ab550-54o) decreció en un 60%, con 

respecto al espectro con succinato solo (trazo a). Estos resultados están de acuerdo 

con lo postulado para el mecanismo de acción de mixotiazol sobre el complejo bCl, 

en donde el mixotiazol interactúa con la subunidad de Fe-S del complejo bCl para 

bloquear la reducción del citocromo Cl. Esto permite la reducción de citocromos b, al 

actuar en sentido de la vía sensible a antimicina (80). Cuando la antimicina se 

ensayó en combinación con mixotiazol (trazo c), se produjo la condición denominada 

de "double kili" (80); en este caso, la reducción de ambos tipos de citocromos (b y c) 

fue inhibida en un 65%. 

Espectro diferencial de monóxido de carbono y fotodisociación 

El espectro diferencial de CO (Figura 6A) de membranas reducidas por 

ditionita a 77 K, generó un espectro parecido al que se obtiene con el aducto de cito­

cromo o '-ca en E. col; (220). En el mismo espectro se destaca la ausencia de seña-

les para complejos de citocromo 83-CO y d-CO. La ausencia de aductos de CO para 

estos dos citocromos está de acuerdo con los espectros diferenciales de reducción 

donde tampoco se obseNaron señales para estos dos citocromos (ver Figura 4). Las 
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señales espectrales principales obtenidas fueron: un máximo a 417 nm, un mínimo a 

429 nm. Además, en las regiones a-~ del espectro se observaron picos a 540 y 570 

nm y un mínimo a 557 nm. La concentración del supuesto complejo citocromo o-CO 

en E. corrodens (Tabla 3) fue calculada del espectro diferencial de CO, reducido con 

ditionita, a temperatura ambiente (no mostrada), la concentración calculada 

corresponde a un 69% del contenido total de citocromo de tipo b. 

El espectro diferencial de monóxido, como en la Figura 6A, muestra todas las 

hemoproteínas reactivas a CO, en donde se incluyen las hidroperoxidasas y 

globinas, como también las presuntas oxidasas. Para identificar las oxidasas que por 

lo general exhiben una cinética lenta de recombinación con CO a temperaturas 

subcero, se registró un espectro de fotodisociación a 77 K. El aducto formado con 

CO en condiciones anóxicas fue congelado a 77 K Y expuesto a luz actínica, el CO 

unido fue fotodisociado, y el espectro de fotodisociación (postfotólisis menos pre­

fotólisis, Figura 68) fue registrado. Se observó un pico sobresaliente en la región 

Soret a 432 nm y también se detectó un segundo pico a 558 nm. Esta absorbencia 

máxima es producto del citocromo reducido que se genera de la disociación del CO. 

Los rasgos espectrales descritos son parecidos al espectro diferencial de 

fotodisociación del citocromo o' de E. colí (220), y para confirmar su identificación se 

hizo el análisis de grupos hemo que a continuación se describe. 

Análisis de los citocromos de tipo e y hemos 

La identidad de los citocromos e detectados espectrofotométricamente fue 

investigada. Para este estudio, las membranas fueron analizadas por SOS-PAGE, 

para ser teñidas por el método de la peroxidasa y así descubrir las bandas que 

contienen hemo unido covalentemente (ver Métodos y materiales). En la Figura 7A 

se observan al menos cinco bandas principales, con un peso molecular aparente de 

44, 33, 30, 26 Y 14 kOa; asimismo, aparecen diferentes bandas menores, que proba­

blemente resultaron de un artificio provocado por asociaciones no específicas de 

hemos con proteínas (228) . El citocromo e de peso molecular aparente de 14 kOa 
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podría ser un buen candidato para recibir los electrones del complejo bC1 funcional y 

donarlo a la citocromo oxidasa sensible a cianuro, 

Los grupos hemos extraídos y purificados (224) de las membranas de E. 

corrodens en acetona / HCI, fueron analizados por HPLC- fase reversa (Figura 78). 

Para la referencia, la columna fue calibrada con los hemos A, 8 Y a. Las muestras 

purificadas de membranas de E. corrodens muestran un pico principal con un tiempo 

de retención característico del hemo 8 (24.8 min); por otra parte, las señales para 

hemo A (tiempo de retención 30 min) y hemo a (tiempo de retención 32.4 min) no 

fueron detectadas. Por consiguiente, se sugiere que el citocromo tipo b reactivo con 

ca mostrado en la Figura 6 corresponde a un citocromo b de alto potencial y no a 

un citocromo o como se había pensado inicialmente. 

Efecto de los análogos de quinona sobre la respiración de Eikenella corrodens 

Dado que el TCHQ resultó ser mejor mediador que la UQ endógena en su 

capacidad para mediar el transporte de electrones, se decidió probar otros análogos 

de UQ. En este estudio se seleccionaron los análogos de las nattoquinonas 

lawsona, plumbagina, menadiona, juglona, menadiona bisulfito y 1,2-naftoquinona-4-

sulfonato de sodio (NQSN), porque presentan un rango de potencial redox entre 

-200 a + 100 mV, como también diferentes sustituyentes en la posición 2 y 5 sobre la 

estructura de la naftoquinona (Figura 2); asimismo, se utilizaron los análogos de las 

benzoquinonas duroquinona y 2,3-dimetoxi-5-metil-6-deciI1,4-benzoquinona (decil­

ubiquinona, 08), que tiene una estructura muy diferente a las naftoquinonas. Las 

distintas estructuras de los análogos de quinona y sus potenciales redox (Figura 2), 

permitirían un análisis más racional de su capacidad para sustituir a la UQ endógena 

como mediadores eh el transporte de electrones. 

Las actividades de la NAOH y la succinato Quinona-OCPIP oxidorreductasas 

fueron determinadas en presencia de diferentes análogos de quinona hidrosolubles 
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(Tabla 4). La actividad de la NADH: juglona, plumbagina y menadiona-DCPIP oxido­

reductasa se incrementaron en 3, 2 Y 1.5 veces, respectivamente con relación a la 

actividad con la ubiquinona endógena, mientras que la succinato: juglona-DCPIP 

oxidorreductasa duplicó la actividad de la succinato: ubiquinona endógena-DCPIP 

oxidorreductasa. . Por lo tanto, la juglona fue el mejor aceptor de electrones para la 

NDH y la SDH. La plumbagina y la menadiona fueron un poco menos eficientes con 

la NDH y a la vez, no mejoraron la velocidad de respiración con succinato. La 

diferente capacidad de las tres naftoquinonas como aceptores de electrones por las 

dos deshidrogenasas, puede ser consecuencia de la estructura química de los 

análogos de las quinonas y de su potencial redox. 

Tabla 4. Efecto de los análogos de quinona sobre la actividad de NADH y succinato: 
Quinona-DCPIP oxidorreductasas en membranas de Eikenella corrodens. 

Actividad Quinona-DCPIP Oxidorreductasaa 

[Quinona] 
300 ¡.tM NADH deshidrogenasa % Succinato deshidrogenasa % 

Ninguna 235 100 35 100 
Juglona 725 308 70 200 
Plumbagina 490 208 35 100 
Menadiona 370 157 35 100 

Lawsona 220 94 35 100 
Duroquinona 250 106 42 120 

a La actividad se expresa como nmoles de DCPIP reducido / min / mg de proteína. La actividad de la 
succinato: Quinona endógena-DCPIP oxidorreductasa fue medida sin PMS. La actividad de la 
succinato deshidrogenasa en presencia de PMS-DCPIP fue de 190±10 nmoles de DCPIP reducido / 
min / mg de proteína. 

La actividad basal de la NADH oxidasa se estimuló por los análogos de 

quinona (Figura 8) como juglona, plumbagina, menadiona y duroquinona (Tetrametil-

1,4-benzoquinona), con un incremento en la actividad respiratoria de 54, 43, 12, Y 8 

veces, respectivamente. Los análogos fueron usados a concentraciones finales hasta 

de 300 11M. En presencia de la menadiona bisulfito y la lawsona se estímulo 5 y 2 

veces, respectivamente; sin embargo, la NQSN 150 11M estimuló la respiración 11 
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veces, la estimulación disminuyó a concentraciones mayores, probablemente por el 

efecto del sulfonato. Cuando se agregó la OS 1 mM a las membranas, la actividad 

basal de la NADH oxidasa aumentó al doble. Los valores de Km aparentes 

calculados para la plumbagina, juglona y menadiona fueron de 21, 49 Y 74 IlM, 

respectivamente. La cinética de activación de los análogos de naftoquinona es 

semejante a lo reportado anteriormente en B. cereus (27, 229) Y B. subtilis aro 0(23, 

29). Además, la actividad reconstituida de la NADH oxidasa en membranas de B. 

subtilis aroO (mutante deficiente en menaquinona) en presencia de menadiona fue 

inhibida a la misma extensión como en membranas de la cepa nativa por amital, 

HONO, antimicina A, cianuro y azida (29). 

Para descartar la posibilidad de que un porcentaje importante del consumo de 

oxígeno inducido por plumbagina, juglona y menadiona fuera la consecuencia de la 

reacción espuria entre la quinona reducida y el oxígeno para formar peróxido de 

hidrógeno, se esperó que se consumiera el oxígeno hasta un 3 al 5% de saturación 

en la celda del oxímetro, posteriormente se agregó catalasa, sin que se observara la 

formación de oxígeno, lo que no indica en forma definitiva la ausencia de superóxido 

y peróxido de hidrógeno ( no detectado por esta técnica); para confirmar la actividad 

de la catalasa, se agregó a la misma celda H202 2.7 mM e inmediatamente se 

observó la formación de 02. Se evaluó la actividad basal de la succinato oxidasa y 

de la succinato: quinona - DCPIP oxidorreductasa, con los mismos análogos de 

quinonas a concentraciones entre 1 y 400 IlM. No se observó prácticamente ningún 

estímulo sobre estas actividades, a excepción de la juglona que duplica la actividad 

de la SDH. 

Los resultados anteriores indican que los análogos de las naftoquinonas 

juglona, plumbagina y menadiona son mejores aceptares de electrones para la 

NADH deshidrogenasa (en presencia de NADH) que la propia quinona endógena. 

Probablemente las diferencias sean debido a las deficiencias en sus estructuras 

químicas, tal como ha sido sugerido por diferentes investigadores en los estudios 

sobre la especificidad de los análogos de quinonas en bacterias y partículas submito-
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dad basal de la NADH oxidasa en membranas de células de Eikenella corrodens cultivadas en 
condiciones estáticas. La actividad específica de la NADH oxidasa basal fue de 8.5 ±2.5 átomos­
ng de °2 / min / mg de proteína. Los ensayos fueron realizados según lo descrito en Métodos y 
Materiales. 



tocondriales (33-38, 230, 231). Asimismo, estos resultados indican que la actividad 

de la NADH oxidasa (consumo de oxígeno) estimulada por los análogos de nafto­

quinonas, al parecer no es producto de la formación de H202; sin embargo, no se 

descarta la generación superóxido y H202 que pueden ser detectado por métodos 

más sensibles (232, 233), como también la formación de semiquinona de juglona, 

plumbagina ó menadiona que donen su electrón al oxígeno. Se reporto para las 

cepas silvestre y mutante de E. eoli (232,233), que la NDH-1, quinonas respiratorias 

y citocromo oxidasas no forman sustancialmente H20 2 y superóxido, pero la NDH-2 

si interviene en forma importante en la formación de superóxido y H20 2; sin embargo, 

los resultados anteriores y de inhibición en membranas de E. corrodens no permite 

distinguir que tipo NDH predomina en nuestras condiciones de crecimiento y 

experimentales, y su relación con los análogos de naftoquinona y la ubiquinona 

endógena. 

La quinona reducida TCHO ha sido utilizada para medir la actividad de la 

quinol oxidasa de tipo d y 81 en membranas de A. diazotrophieus (176) así como de 

la quinol oxidasa bas purificada de membranas de B. eereus PYM1 (234). Sin 

embargo, en membranas de E. eorrodens la TCHO que es una benzoquinona al igual 

que la ubiquinona endógena (215), se comporta de una manera más coherente 

(fisiológica), y su oxidación ocurre posiblemente vía el complejo be1 y/o la citocromo 

e oxidasa sensible a KCN, con la mayor actividad de oxidación con respecto a todos 

los sustratos utilizados (Tabla 1). Finalmente, la respiración con NADH en presencia 

de menadiona, juglona, plumbagina, lawsona ó duroquinona, fue inhibida parcial­

mente hasta porcentajes semejantes a los obtenidos en membranas nativas (Tabla 

2) por quinacrina, rotenona, dicumarol, capsaicina, flavona, inhibidores del sitio II y 

KCN (datos no mostrados). 
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5. DISCUSION 

Los datos publicados sobre la composición, ' organización y función de la 

cadena respiratoria de la familia Neisseriaceae de la subdivisión ~-proteo­

bacterias son escasos. En membranas de N. meningitidis (107) se identificaron 

citocromos de tipo b, e y posiblemente a; además, el efecto de los inhibidores 

respiratorios sugiere un sistema ramificado de transporte de electrones. 

Igualmente, N. gonorrhoeae (108, 235) parece tener una cadena respiratoria con 

citocromos b y e, entre los cuales puede haber una oxidasa -probablemente una 

oxidasa eeb.3-, asimismo citocromos de tipo a y d. Puede existir una cadena corta 

a través de la cual el succinato y el malato serían oxidados directamente por una 

vía sensible a KCN. Por otro lado, la secuencia completa del genoma de N. 

meningitidis fue liberada en el año 2000 (218), Y contiene marcos de lectura 

abierta para un presunto complejo be1, cuatro presuntos citocromos de tipo e, y un 

posible complejo ebb.3. Un análisis comparativo preliminar de la secuencia 

completa del DNA de N. gonorrhoeae (219) con el de N. meningitidis sugiere que 

los componentes del sistema respiratorio identificados por su secuencia de genes 

son similares 

La revisión bibliográfica realizada sobre el metabolismo, la bioenergética y 

la respiración de E. corrodens, indica que nuestro estudio es el primero que se 

realiza sobre el sistema respiratorio de este bacilo. Nuestros resultados están de 

acuerdo con los datos genéticos de la familia Neisseriaceae. Un sistema 

respiratorio, donde al menos el succinato, el NADH y el formiato son sustratos 

naturales de la respiración, y su eficiencia como donadores fisiológicos tienen el 

mismo orden decreciente (Tabla 1). La respiración con succinato fue inhibida 

pobremente por TTFA y DCCD, mientras que el 2,4-dinitrofenol no tuvo efecto 

sobre la velocidad de respiración. Estos datos sugieren que la oxidación de 

succinato es resistente a los inhibidores clásicos de la succinato deshidrogenasa. 

Por otra parte, la actividad de la NADH deshidrogenasa es inhibida parcialmente 

por dicumarol, rote nona, flavona y HONO y es afectada ligeramente por la 
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quinacrina (Tabla 5). Nuestros resultados muestran menor inhibición que los 

observados para la NAOH oxidasa de N. gonorrhoeae por rotenona y HONO 

(108); en contraste, en membranas de N. meningitidis (107) la rotenona fue un 

inhibidor mucho menos efectivo y el HONO fue más eficiente que en E. corrodens. 

Así, dentro de la misma familia, encontramos una sensibilidad variable a los 

inhibidores de sitio 1, lo que debe explicarse por diferencias ~n la fuerza de la 

interacción con su sitio de acción en cada caso. Por otro lado, la cinética de la 

nitrato reductasa medida en presencia de metil viológeno reducido (224) 

demuestra claramente que E. corrodens utiliza el nitrato como un aceptor alterno 

de electrones y explica el porqué, la presencia de nitrato tiene un efecto positivo 

sobre el crecimiento en condiciones anaeróbias y aeróbias (209 - 212, 221). Este 

resultado es interesante, pues en otras bacterias como E. co/i, el sistema de la 

nitrato reductasa se expresa sólo en ausencia de O2 y en presencia de nitrato 

como aceptar alterno de electrones. 

La presencia de un complejo bC1 en E. corrodens es fuertemente sugerida 

por diferentes evidencias: (1) La identificación de los citocromos de tipo by C en 

los espectros diferenciales. (2) La presencia de banda positiva al ensayo de 

peroxidasa en SOS-PAGE, con peso molecular en el rango de 26 - 33 kOa, 

esperado para un citocromo C1 característico de un complejo bC1 (80). (3) Una 

disminución muy importante en el transporte de electrones ejercida por los 

inhibidares mixotiazol, antimicina A y HONO sobre la actividad de la succinato 

oxidasa. (4) El efecto inhibitorio diferencial de mixotiazol sobre la reducción 

dependiente de succinato de los centros by C1 del mismo complejo y (5) el efecto 

"doble inhibición" de la antimicina A combinada con mixotiazol usando succinato 

como sustrato. Sin embargo, es importante mencionar que la NAOH oxidasa fue 

más resistente a los inhibidores del sitio 11 (Tabla 2), en la condición de doble 

inhibición y antimicina + mixotiazol + KCN (triple inhibición). Además, hay que 

hacer notar que la actividad específica de la NAOH-oxidasa fue cuatro veces 

menor que la de succinato oxidasa y por tanto, en toda condición de titulación con 

inhibidores, la baja actividad específica de la NAOH deshidrogenasa, resulta el 
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factor limitante para la velocidad de transporte de electrones. Los resultados 

obtenidos con antimicina A y HONO son semejantes a los reportados en N. 

meningitidis (107) Y N. gonorrhoeae (108), con excepción de que en N. 

gonorrhoeae aparentemente el HONO no inhibe a la succinato oxidasa (108). 

El KCN inhibe fuertemente la respiración con succinato ó con las mezclas 

de sustratos artificiales que alimentan preferentemente la parte terminal de la 

cadena respiratoria (ascorbato-TMPD y ascorbato-TCOH) y, con un poco menos 

eficiencia, las mezclas de sustratos que abren un bypass desde la NADH 

deshidrogenasa (NADH-DCPIP y NADH-TMPD). Esto sugiere fuertemente que la 

oxidasa sensible a CN- es dominante en el sistema respiratorio de E. corrodens. 

El espectro diferencial con CO de membranas reducidas por ditionita y su 

correspondiente espectro de fotodisociación (77 K) muestra un componente con 

características espectrales de un complejo semejante a citocromo o-CO. En 

contraste, el análisis por HPLC de los hemos extraídos de membranas no reveló la 

presencia de hemo O. Con estos datos es razonable concluir que la oxidasa 

terminal de E. corrodens contiene un hemo B de alto potencial en el sitio 

catalítico. Esta oxidasa es reducida por ascorbato (Figura 1, trazo f) y su actividad 

catalítica fue la más alta con ascorbato-TCHO y ascorbato-TMPD como sustratos. 

Los resultados anteriores permiten postular dos posibles interpretaciones: (/) el 

TMPD reduce directamente a una oxidasa tipo cbfJa o (il) a un citocromo c libre y 

éste, a su vez, reduciría a una oxidasa tipo cbfJa o a una bfJa. En cuanto al TCHO 

como donador de electrones, es probable que esta quinona done los electrones 

directamente al complejo bC1, tal y como lo haría la propia UO endógena, y en 

este caso los electrones pasarían del bC1 a un cit c libre. Aunque sería necesario 

purificar la oxidasa en cuestión y/o clonar y secuenciar los genes que la codifican 

para definir la identidad de nuestra oxidasa, podemos especular y favorecer la 

idea de que se trate de una oxidasa cbfJa. En apoyo a esta conclusión, es 
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importante mencionar que la secuencia del genoma de Neisseria sp. indica la 

presencia de una oxidasa cbb:3 (218, 219) 

La actividad basal de la NADH oxidasa fue tres veces menor que la 

oxidación de succinato, de tal manera que los inhibidores del sitio 11 y el KCN no 

inhiben el transporte de electrones en forma semejante para las dos vías. Las 

actividades de la NADH-TMPD y -DCPIP oxidasa (TMPD y DCIPIP donan 

electrones directamente a la oxidasa), así como la oxidación del TCHQ fueron 

muy sensibles al KCN. Aun así, siempre queda un remanente de actividad (20 a 

50 átomos-ng de O2 / min / mg de proteína) insensible al KCN. En este mismo 

orden de ideas, la respiración basal con NADH fue fuertemente estimulada (Le. 54, 

43 Y 12 veces) por los análogos de naftoquinonas como juglona, plumbagina y 

menadiona, respectivamente. Esta elevada reactividad con la NADH 

deshidrogenasa ocurre a pesar de que las quinonas mencionadas tienen 

estructuras que son muy diferentes a la ubiquinona endógena; además, el 

consumo de oxígeno no es producto de la formación de peróxido de hidrógeno, lo 

cual sugiere que el flujo de electrones es a través de la 'cadena respiratoria, y la 

diferencia de afinidad entre las naftoquinonas por la NADH deshidrogenasa puede 

estar relacionada con el substituyente en R2, Rs Y los potenciales redox entre -40 y 

40 mV, como ha sido demostrado en células procarióticas y/o en mitocondrias (23, 

24, 236 - 238). La actividad medida con el TCHQ no representaría la actividad 

potencial máxima del transporte de electrones en el sistema respiratorio de E. 

corrodens. Entonces es claro que la UQ endógena no es un mediador óptimo en el 

transporte de electrones entre las deshidrogenasas y el sector de oxidasas, esto 

es especialmente crítico en el caso de NADH y formiato deshidrogenasas (ver 

tabla 1). La velocidad de oxidación del TCHQ indica posiblemente una interacción 

muy eficiente con el complejo bC1, como con la ubiquinona endógena cuando es 

reducida por la SDH a velocidad muy superior a la que ocurre cuando el sustrato 

es el NADH, al parecer la NDH es menos reactiva con la ubiquinona endógena. 

Esto último es fuertemente sugerido por el hecho de que la actividad de NADH: 

DCPIP-aceptor reductasa da un valor máximo de aproximadamente 200 nmol / 
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min / mg proteína, que se considera la actividad máxima potencial de entrada de 

los electrones a la cadena respiratoria. Así, parecería que los análogos de quinona 

mencionados son mejores aceptares de electrones para la NDH que la propia UQ 

endógena 

En resumen, los resultados en su conjunto señalan que la composición y 

organización del sistema respiratorio de E. corrodens ATCC 23834 cultivada en 

condiciones limitadas de O2 (Esquema 1), consiste de una cadena transportadora 

de electrones sencilla que tiene como sustratos fisiológicos al succinato, el NADH 

y el formiato, con sus respectivas deshidrogenasas. Par analogía con otras 

bacterias (16, 69 - 72), las deshidrogenas para succinato y formiato de E. 

corrodens deberían formar un complejo con un citocromo de tipo b. Par otra parte, 

la ubiquinona ha sido reportada en las membranas de a-, ~- y y-proteobacterias 

(17, 81) Y para E. corrodens en condiciones limitadas de oxígeno (220). Par con­

siguiente, se postula a la ubiquinona como el aceptor común para electrones 

provenientes de las deshidrogenasas; el ubiquinol resultante dona los electrones a 

un complejo bC1 y la oxidasa terminal podría ser un citocromo cbb:3 o bb:3. En 

cualquier situación, el complejo bC1 necesitaría de un citocromo c soluble para 

reducir a la oxidasa terminal. Además, estudios previos (210 - 212, 221) indican 

que el metabolismo de prolina, glutamato y serina en E. corrodens está acoplado a 

la respiración con nitrato como aceptor alterno de electrones, y los resultados 

presentados en este trabajo donde se demuestra la actividad de metil viológeno -

nitrato reductasa indican la presencia de una nitrato reductasa disimilatoria. El 

sistema respiratorio propuesto para E. corrodens es resistente a los inhibidores de 

la NDH y SDH, pero es muy sensible a los inhibidores del complejo bC1 y al KCN. 

La TCHQ, que es una benzoquinona al igual que la ubiquinona endógena, dona 

los electrones muy eficientemente al complejo bC1. 

Las futuras investigaciones deben dirigirse a profundizar sobre la presencia 

de otros sustratos fisiológicos y de los citocromos de la cadena respiratoria de E. 

corrodens propuesta en este trabajo, como también estudiar el efecto de 
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diferentes análogos de benzoquinonas sobre la respiración, Se debe iniciar el 

estudio del sistema transportador de electrones en condiciones anaeróbicas. 

Asimismo, es importante la purificación y caracterización de los diferentes 

complejos respiratorios, lo cual suministraría información, tanto sobre la naturaleza 

de cada uno de ellos y sobre el funcionamiento del sistema respiratorio de E. 

corrodens en diferentes tensiones de oxígeno. Finalmente, la disponibilidad de las 

secuencias del genoma para Neisseria sp. podría facilitar el diseño de vectores 

genómicos para clonar genes análogos de Eikenella corrodens. 
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Esquema 1. Modelo del sistema respiratorio aeróbico de Eikenella corrodens ATCC 
23834. Dicumarol, rotenona, quinacrina y flavona son inhibidores pobres (línea 
discontinua) de la oxidación del NADH. El TIFA Y DCCD son inhibidores pobr~s para la 
succinato deshidrogenasa (línea discontinua). Citocromo bC1 es inhibido por mixotiazol, 
antimicina A y HOQNO (flecha sólida). El Citocromo cbb' es la oxidasa terminal sensible 
a cianuro. Alternativamente, ha sido reportado (210) que E. corrodens puede usar para su 
crecimiento el N03- como aceptor terminal de electrones y este estudio se demostró la 
presencia de la nitrato reductasa (NR), usando el ubiquinol como el donador de 
electrones. 
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