
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DEMEXICO 
FACULTAD DE QUIMICA 

REGULACION DE LA SUCCINATO DESHIDROGENASA 

DURANTE EL CRECIMIENTO Y LA ESPORUlACION 

DE BACILLUS CEREUS. 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

P R E S E N T A 

MARIA DEL CARMEN BENITO MERCADE 

México, D. f. 1979 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



f'IlliC~!" __ "~. ___ . __ ' 

~~tj!iC .. ,=-"" __ "....,,,.....,.,., ____ _ 



LA PRESENTE TESIS HA SIDO DIRIGIDA 

EN SU TOTALIDAD POR EL DR. EDGARDO 

ESCAf"lILLAMARI1AIÍI'; ,V-DESARROLLADA 

EN EL INSTITUTO DE BILOGIA DE LA 

UNAM. 
'. ~ -



JURADO ASIGNADO ORIGINALMENTE SEGUN EL TEMA: 

PRESIDENTE: Prof. Osear Amor Dodero. 

VOCAL: Pl'of. Carlas del R10 Estrada. 

SECRETARIO: Prof. Graciela Meza Ruiz. 

1er3 Suplente: Prof. Jorge Sota Soria. 

20. Suplente: Prof. Biserka Sveshtarova P. 

Sitio donde se desarrolló el tema: 

INSTITUTO DE BIOLOGIA. Departamento de 8iolog1a Experimental. 

UNAM. 

Sustentante Asesar del Tema 

Ma. del Carmen Benita M. 

Supervisar T~cnieo 

Dr. J. Edgardo Escamilla M. 



PER ELB MEUS PARES 

Amb tot al meu amor y la admiraci6 
de sempre. 

A MIS MAESTROS 

Con profundo agradecimiento. 

A EDGARDO ESCAMILLA 

Con gran cariño por su infinita 
paciencia V comprensi6n. 



CONTENIDO. 

INTRODUCCION. 

1.- ESPORULACION. 

Morfología de la esporulaci6n. 

Estructura de la espora bacteriana. 

Inducción de la esporulaci6n. 

Cambios metabólicos y bioquimicos 
asociados con la esporulación. 

Regulaci6n fisiológica de la esporulación. 

Productos especificas de la esporulación. 

T~ansformación de esporas en c~lulas 
vegetativas. 

11.- SUCCINATO DESHIDROGENASA. 

Estructura y peso molecular. 

Parámetros moleculares. 

Propiedades regulatorias. 

Propiedades cataliticas. 

111.- CADENA RESPIRATORIA. 



IV.- MATERIALES V METODOS. 

Procedimientos de cultivo y cosechs6 

Rompimiento y preparación de las membranas. 

Solubilización de la succinato deshidroge­
nasa. 

Ensayos enzim§ticos. 

Reactivos. 

V.- RESULTADOS. 

Crecimiento sincrónico de ~. ~. 

Actividad de la succinato deshidrogenasa du 
rante el crecimiento vegetativo y la espor~ 
lación. 

Caracterización de la succinato deshidroge­
nasa de las fases vegetativa V esporulante. 

Solubilización de la succinato deshidrogena 
S8 de las membranas de ~. ~. -

VI.- DISCUSION. 

BIBLIOGRAFIA. 



INTRODUCCION. 

Durante el proceso de esporulaci6n en las especies de Bacillus, 

existe una secuencia de eventos bioquímicos bien definida, que puede 

ser correlacionada a los cambios morfo16gicos. Se llevan a cabo gra~ 

des fluctuaciones en los niveles enzimáticosj algunas enzimas son i~ 

ducidas, mientras otras disminuyen su actividad. La importancia del 

ciclo de Krebs durante la esporulaci6n ha sido demostrada, tanto por 

la elevación de sus actividades enzimáticas hacia el final del creci 

miento logar1tmico, como por el car~cter asporog~nico de los muten­

tes deficientes en una o más de las enzimas dal ciclo (1). 

La succinato deshidrogenasa (SDH) es de particular interés par 

encontrarse asociada al ciclo de Krebs, formando fumarato, asl cama 

por su papel de enzima respiratoria, proveyendo electrones e la cade 

na respiratoria, y as1, energia para la formación y maduración de la 

forespora. La oxidación del succinato está ligada a esta flavoprotel 

na especifica, cuya actividad puede ser medida como oXidasa, utili­

zando al oxigeno como aceptor final de electrones, o bien, como oxi­

dorreductasa, utilizando al metesulfato de fenazina (PMS) como aca­

rreedor de electrones y al diclorofenolindofenol (DCPIP) como acep­

tar terminal. 

La actividad de la oxidorreductasa sufre cambios considerables 

durante el crecimiento y la 8sporulaci6n de ~. ~. Durante la f~ 

se vegetativa la enzima presenta el m~ximo de actividad; una vez que 
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se inicia la esporulacHm la actividad rápidamente y desaPÉ 

rece por completo a lae tres horas de haber comenzado el proceso. Por 

otro lado, si el ensayo de succinato-PMS se lleva a cabo en presencia 

de cianuro la actividad puede detactarse en cualquier estadio. 

Los efectos promovidos por el cianuro sobre la SDH de diferentes 

preparaciones han sido ampliamente estudiados. Se ha reportado (2a,3a) 

que el cianuro a elevadas concentraciones es capaz de inectivar a la 

SDH de corazón de ternera (preparación Keilin-Hartrse); Giuditta y -

Singer (3a) mostraron que, utilizando al PMS como aceptar de electro­

nes, el cianuro ónicamente inactivaba a la SDH unida a la membrana, -

pero no afectaba la actividad de la anzima soluble. Estos autoras su­

girieron que las preparaciones particuladas presentan dos sitios de -

reacci6n para el PMS, uno que es insensible al cianuro, como al de -­

las preparaciones de SDH soluble, y otro que es rápidamente inactiva­

do por el cianuro. Ambos sitios contribuyen de igual manera a la acti 

vidad de las preparaciones no tratadas. En otros trabajos, realizados 

por Wilson and King (4a) se demostró que las preparaciones de Keilin­

Hartree tratadas con cianuro carecían de la actividad de SDH; los au­

tores concluyeron que la acci6n del cianuro ara desestabilizar los en 

laces formados entre la flavoprote1na y la cadena respiratoria; asta 

conclusión fue confirmada por Wu V King (5a), quienes demostraron Que 

el tratamiento con cianuro induce la resolución de la SDH de las mem­

branas. 

Con respecto a la acción del cianuro sobre la SDH de c~lulas bac 
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tarianas se han obtenido resultados muy diferentes. Lang V cols. (6a) 

reportaron que el cianuro no solamente era incapaz de inactivar a la -

enzima, sino que adem~s, en las membranas obtenidas de células esporu­

lantes era necasaria la adición de cianuro para demostrar la actividad 

de SDH en el ensayo de succinato-PMS. Por otro lado, se encontró que -

la actividad de SDH de las membranas obtenidas de células vegetativas 

podía ser medida en ausencia de cianuro V que la inclusión de cianuro 

en el ensayo no modificaba significativamente su actividad. Estos re­

sultados coinciden totalmente con los obtenidos en nuestro laboratorio 

y de acuerdo con ellos podemos diferenciar a las membranas de ~. ~ 

de la fase vegetativa y de la fase esporulante por su diferente compo~ 

tamiento frente al cianuro en el ensayo de succinato-PMS; mientras que 

las membranas esporulantes dependen de la adición de cianuro para de-­

mostrar su actividad, las membranas vegetativas son independientes de 

esta adición. Para explicar este efecto activador del cianuro Lang y -

cols. sugirieron que en las membranas vegetativas la SDH no est~ total 

mente asociada a la cadena respiratoria y por lo tanto el PMS compite -

con el oxigeno por los electrones, mientras que en las membranas esporu 

lantes la SDH est~ totalmente acoplada a la cadena respiratoria, por lo 

que es necesario bloquear a la citocromo oxidasa para obligar a los e­

lectrones a fluir en el sentido del PMS. Es bien conocida la acci6n del 

cianuro como inhibidor de la citocromo oxidasa. 

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que el -

efecto del cianuro na es debido a su acción como inhibidor de la cito-
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cromo oXidasa, ya que encontramos que la concentración de cianuro nece 

saria para inhibirla es 40 veces mayor que la concentración de cianuro 

necesaria para Causar la estimulaci6n de la SDH esporulante en el ensa 

yo de succinato-PMS. Para descartar definitivamente a la cadena respi­

ratoria como el posible sitio de accio~ del cianuro probamos además o­

tros inhibidores del transporte de electrones y ninguno de ellos mostró 

efecto activador sobre la enzima. 

Analizamos entonces las caracteristicas del cianuro para dilucidar 

su posible mecanismo de acción. Como el cianuro es un anión, ensayamos 

diferentes aniones orgánicas e inorgánicas y ninguna de ellos mostró ~ 

fecto activador. 

Se ha reportada que el cianuro a elevadas concentraciones es capaz 

de inducir la resolución de la SDH de corazón de ternera, por lo que -

decidimos probar el efecto de diferentes perturbadores de membrana. E~ 

con tramos que algunos detergentes son capaces de desenmascarar la acti 

vidad de la SDH de membranas esporulantes. Estos resultados sugerian -

que el posible efecto activador del cianuro era debido a su acci6n sol~ 

bilizante. Sin embargo, encontramos que a las concentraciones de cianu 

ro requeridas para la activaci6n de la enzima no se llevaba a cabo la 

resolución de la misma. 

Determinamos entonces algunas constantes cinéticas de la SDH tan­

ta de membranas vegetativas cama de membranas esporulantes en su forma 

soluble V en su forma unida a la membrana, en presencia V en ausencia 

de cianuro. De estas ensavos 6nicamente la determinaci6n de la consta~ 
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te de Michelis para PMS mostr6 resultados sobresalientes. En ausencia de 

cianuro la SDH de membranas esporulantes muestra muy poca afinidad por -

el PMS, mientras que en presencia de cianuro esta afinidad aumenta consi 

derablemente (unas 35 veces). Este cambio de afinidad promovido por el -

cianuro no se lleva a caba con la SDH de mambranas vegetativas, tanto en 

su forma soluble como en su forma particulada, y tampoco se manifiesta -

en la SDH esporulante una vez que ha sido disociada de las membranas, es 

decir, la enzima esporulante en ~u forma soluble pierde su dependencia -

por el cianuro. 

Estos resultados sugieren que el efecto activador del cianuro es de 

bido a que su sitio de acción se encuentra muy cerca de la enzima o en ~ 

la oxidorreductasa misma. En la discusión de este trabajo proponemos al­

gunas hipótesis que podr1an explicar el efecto del cianuro. 



CAPITULO 1 

ESPORULACION" 

Muchas especies bacterianas de los g~nero8~, Clostridium V 

Sporasarcina tienen la capacidad, bajo condiciones determinadas, de ll."! 

var a cabo una serie de cambios bioqu!micQs. fisiolGgicos y morfo16gi--

cos que conducen a la formaci5n de estructuras latentes, que se conocen 

como endosporaa. Al final del crecimiento, las c~lulas vegetativas de -

estas bacteriae se transforman en esporas a trav~s de una secuencia or-

denada de etapas morfogen~ticas (fen5meno conocido como 8sporulaci6n). 

Cuando las condiciones ambientales son favorable8 w una c~lu18 vegetati-

va primaria emerge de le espora en pocos minutos (germinaci6n). 

ESPOROGENESIS 

CEL. VEGETAT~ ESPORA 

GERMINACION 

La espora difiere gen~tica, fisio16gica y bioqú!micamente de la c~ 

lula vegetativa que le di5 origen. 

MORFOLOGIA DE LA ESPORULP.CION. 

De acuerdo con F:i-tz~.Jam8s ~' Ec Voung (2) II SJ. final de la fase expE. 

nencial del crec:imiento~ 1a5 bacterias tienen las condiciEJ. 

nes ambientales y la capacidad gen~tica adecuadas para llevar a cabo la 

esporulaci6n. En lugar de dividirse, cada c~lula producir§ una espora -

intracelular (endospora) en un lapso aproximado de ocho a diez horass 
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La secuencia da cambios morfológicos qus conduce a la formación -

de la sspora. ha sido dilucidada mediante microscopía electrónica y es 

similar an todas las especies da Baoillu8 y Clostridium. Esta proceso 

se ha dividido sn siete etapas caracter1sticas, representadas por n6~ 

ros romanos (Fig.1). Las bacterias en crecimiento (etapa vegetativa) -

se designa como estadio O. 

El estadio 1 58 caracteriza por la condensación de los dos n~cleos 

de la c§lula vegetativa para formar un filamento axial de cromatina, -

parte del cual es destinado a la esporso Este etapa es seguida por el 

crecimiento e invaginaci6n de la membrana en uno da los polos de la c! 

lula, p~ra formar el septo esporangial que delimita dos compartimien­

tos: (a) el de la c~lula madre, que ocupa dos terceras partes del vol~ 

men total del esporangio r y (b) el de la forespora o prespora, que ocu 

pa el volumen restante (estadio I1)¡ durante este evento 8e inicia la 

s1ntesis de un p~ptidoglicano para asegurar la formaci~n del septo; u­

na vez que §ste se ha formado v el p§ptidoglicano es digerido y la bac­

teria procede al estadio III~ en el cual, el crecimiento continuo de -

la membrana conduce al englobamiento de la prespora, form~ndose un pr~ 

toplasto rodeado por dos msmbranas 8 El estadio IV marca al inicio de -

la formaci6n y dep6sito de la corteza entre las dos membranas del pro­

top1asto. La corteza es un cDmponente especifico ds la espora, desapa­

recs durante la germinación y no se encuentra en las c~lulas vegetati­

vas. Existen algunas pruebas de qua en la corteza se depositan ~cido -
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dipicolinico (DPA)p polimeros de p~ptidoglicano y calcio. Este evento 

es seguido de la terminaci6" dE las cubiertas de prote1na de la espo­

ra~ la acumulaci5n de OPA, la incorporaci6n ds calcio y la termorre-­

sistencia de la espora (V)@ La aparici5n de la espora madura dentro -

del esporangio representa el estad lo VI. Finalmente la espora as li­

berada por enzimas liticas (VII). 

ESTRUCTURA DE LA ESPORA BACTERIANA. 

La espora bacteriana est~ formada por diferentes capas (Fig.2). 

la capa más externa que rodee a la espora 9 llamada exosporio. es una 

capa delgada situada por afuera de la cubierta de la espora; presenta 

una estructura ordenada, con fragmentos hexagonales que le dan un as­

pecto de configuraci6n cristalina. Por debajo del exosporio se encue~ 

tra una capa multilamelar, que est~ constitulda por un 90% de prote1-

na@ Por debajo de esta capa se encuentra una membrana delgada que se­

para a la cubierta de la corteza de la espora, es un 5rea de baja de~ 

sidad electr6nica que ocupa aproximadamente la mitad del volumen de -

la espora. La corteza se encuentra separada del citoplasma de la esp~ 

ra por una membrana. Las estructuras internas son similares a las de 

la c~lula vegetativa. 

INDUCCION DE LA ESPORULACION. 

De acuerdo con lo reportado por VQVinter (2)~ la esporulaci6n no 
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Fig. 1. Ciclo vital de una bacteria esporulante y 
estadios morfológicos. 



es un evento obligado Sil el olo10 de desarrolle da las bacterias esp.!2, 

rulantes v sino qua es el resultado de las condiciones ambtentales. La 

formacilSn de la espora normalmente se inicia l¡na IISZ que se detiene -

el crecimiento exponencial por agotamiento de los nutrientes de r5pi­

da utilizaci5n en el medio. 

La inducci5n de la esporulaci6n puede llevarse El cabo por dos ca 

minos: 

1) Macrociclo.- Cuando las c~lulas esporulan despu~s de una se-­

rie de divisiones celulares. 

2) Microcicloe- Cuando la esporulaci5n ocurre en la c~lula prima 

ria, es decir~ en la c~lula originada de la germinaci5n de la espora, 

sin pasar por el estadio de divisi6n celular0 

Existen condiciones 6ptimas de esporog~nesis para cada especie, 

que involucran diferentes factores como pH, 8ereaci5n, temperatura, -

nutrientes y cationes presentes en el medico En medio liqUido la esp~ 

rulaci5ngeneralmente se inicia por el agotamiento de las fuentes de = 

carbono y de nitr5geno$ y algunas veces por el agotamiento del fosfa­

to. Se utilizan dos m~todos para inducir la esporulaci6n: (1) el m~to 

do por agotamiento, en el cual las bacterias crecen en el medio, uti­

lizan los nutrientes" esenciales y despu~s esporulan e La eficiencia de 

la esporulaci5n y el grado de sincron1a obtenidos dependen del medio 

utilizado. (2) El segundo, es el m~todo por reemplazo, en el cual las 

bacterias que est~n creciendo exponencialmente en un medio rico son -



transferidas 8 un medio p8brBo Este metodo proporciona un punto m~s 

ro de la inioia015n de la 8sporulaci6n y una mejor 8ino1'onfa. 

La forma como influyen en el metabolismo de la c/31ula vegetativa 

los factores antes mencionados no ha sido totalmente dilucidada, pero _ 

pueden hacerse algunas generalizaciones: la 8sporog~n8sis ast~ fuerte­

mente influ!da por la presencia de fuentes de carbono y de nitr5geno a­

provechables; la presencia de compuBstos de nitr5geno metabolizables ~ 

neralrnente reprime la esporulaciÉin ~ y en combj.nacit'in con la gluoosa, e~ 

ta represi5n es m~s efectiva. En general, las fuentes de carbono que 

son r~pidamente metabolizables favorecen el creoimiento vegetativo, 

mientras que aquellas que son metabolizadas m~s lentamente favoreoen -

la esporulaoi5n. 

GAMBIOS METABOLICOS y BIOQUIMICOS ASOCIADOS ~ ~ ESPORULACION. 

El patr5n metab51ico de la c~lula va cambiando a medida que las -

fuentes de oarbono y de energ1a del medio se van agotando. Durante el -

creoimiento vegetativo en presencia de glucosa, el pH del medio disrnin~ 

ye dr~stioamente (hasta valores de 5.3 a 59 5) por aoumulaci5n de los -

productos metab5lioos intermediarios, principalmente §oidos org§nicos -

oomo pir6vioo, l~otioo y ac~tico. Esta disminuci5n en el pH coincide -

oon la inioiac15n de la esporulaoi5n y,con §sta, la utilizaci5n de los 

§cidos org~nicos, lo que conduce a una elevaci5n del pH~ Sin embargaD 

el oambio en el pH del medio no es indeispensable para la esporulaoi6n, 



va que los organismos que crecen en extracto de levadura o en glutama-

to no llevan a cabo este cambio en el pH y normalmente. La -

actividad de algunas enzimas vagetativas dism:i.íluye (1soci trato deshi-­

drogenasa f lisina descsrboxilass r etc~)9 mientras que la actividad de 

otras aumenta (enzimas del ciclo de Krebs, proteasas. enzimas l!ticas 

ds la pared, etc e )® Adem~s, se induce la s:lntesis de nuevas enzimas n~ 

cesarías para la formaci6n de esporase Los trabajos realizados por Hal 

vorson IJ Murrell (2) señalan que los cambios enzimáticos qus tienen 1!! 

gar durante la esparulaci6n pueden ser tanto cualitativos como cuanti­

tativos (Fig03). Durante la etapa vegetativa las c~lulas contienen lss 

enzimas necesarias para un crecimiento normal. Al tiempo to~ se inicia 

la esporulaci5n; las proteasas, los sistemas de antibi5ticos IJ de li­

sis de la pared se inducen (c!rculos abiertas)g mientras que muchas en 

zimas de la c§lula vegetativa disminuyen su actividad. Este decremento 

puede ser de dos tipos: el primero aparentamente involucra la inactiv~ 

ci5n de enzimas (tri5ngulos cerrados) como lisina descarboxilasa, i80-

citrato deshidrogenasa, treonina deshidratasa IJ fosfofructocinasa (PFK)~ 

El segundo tipo incluye las enzimas qua disminuyen su actividad lenta­

mente o permanecen constantes durante la esporulaci6n (tri~ngulos abier 

tos)o 

En los tiempos ti a t 4, muchas otras enzimas aparecen en las dil!!, 

las esporulantes. La fase temprana (t1 a t 2) incluye algunas enzimas -

del ciclo de Krebs y enzimas que oxidan ~cidos. la fase tard!a t 3 a t 4) 
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incluye muchas ds las enzimas responsables de la síntesis de los comp~ 

nentss de la espora~ como DPA. Finalmente aparece el espor8ngio~ seis 

horas despu~s oe que cesa el crecimiento. 

Las actividades bioquímicas que aparecen durante la esporulaci5n 

pueden ser necasaries y especificas para el proceso~ o pueden no serlo. 

Estas actividades pueden dividirse en las siguientes categorías: 

1) Aparici6n de componentes que no se encuentran durante el crecimien­

to v sino que solo se encuentran en las c~lulas esporulante5 V que~ ap§ 

rentemente, son necesarias para la formaci6n de la espora, por ejemplo 

el p~ptidoglicano de la corteza V las prote1nas de la cubierta da la -

espora. 

2) Cambios en las funcionas vegetativas que son necesarios para la es­

porulaci5n@ Un ejemplo podrfa ser el incremento en la actividad de las 

enzimas del ciclo de Krebs: en las c~lulas vegeta"tivas da algunas esp~ 

cies de Bacillus, que crecen en un medio con glucosa, las enzimas de -

este ciclo est§n reprimidas V~ por lo tanto p no son funcionales e La aE 

tivaci5n (desrepresi5n) de estas enzimas es indispensable para que se 

lleve a cabo la Bsporulaci5n; esto indica que la 8sporulaci5n requiere 

de la energ!a e intermediarios del ciclo de Krebs para la s1n"tesis de 

los componentes especificos de la espora; una vez sintetizada la espo­

ra, ~sta ya no requiere del funcionamiento del ciclo y lo que 5a demue~ 

tra liberando la espora del esporangio; las ·enzimsa del ciclo permane­

cen en el esporangio y no 58 incorporan a la espora. 
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3) Efectos laterales inducidos por la secuencia primaria de eventos du­

rante la espoI'ulacit5n w pero que no intervienen ¡j,irectaments en el proc!!. 

so, por ejemplo, el incremento de las pro teas as durante 108 estadios -­

tempranos de la esporulaci6n. 

4) Cambios producidas par la disminuci6n de 105 nutrientes, condioi5n -

en la que se induce la esporulaoi5n, pero que no están conectados can = 

~sta, por ejemplow el incremento en la actividad de alfa-amilasa y de -

arginasa 8 

5) La aparici5n de componentes que pueden ser requeridos durante la geL 

minacion de la espora madura, pero que no intervienen en la formaci5n -

de la misma, por ejemplo, la aparición de alanina deshidrogenasas. 

El estudio de mutantes (2), ha sido muy 6til en la clasificación -

de estos eventos, en cualquiera da las categor1as mencionadas. las mut~ 

ciones en los eventos no necesarios no afectan la esporulación¡ las mu­

taciones en los eventos necesarios si la afectan Ij~ las mutaciones en -

los eventos espeoificos de la esporulaci5n no afectan el crecimiento v~ 

getativo. 

REGULACION FISIOLOGICA DE LA ESPORULACION. 

Durante la esporulacion bacteriana el metabolismo cambia dr~stica­

mente. El crecimiento se detiene; en general aumenta el racambio, y el 

flujo de los compuestos de carbono cambia en todos los casos. Por ejem­

plo, la fuente de carbono, glucosa, se termina al final del crecimiento 



y las ellulas cambian su metabolismo de gluc~lisiB-bios!ntBsis a gluco­

n8og~nesis y oxidaci6n de ~cidoso Es probable que el nivel de ATP sea -

bajo durante la esporulación f por lo que. energ~ticamente~ las cllulas 

pueden considerarss al margen de la inanición o 

Los mecanismos involucrados en la regulaci5n de la esporulaci6n -

son~ principalmente, la represión de la slnteste de enzimas, la induc­

oi6n V represi6n por catabolitos y la inhibición por retroalimentación. 

1® Represión.- La represiÓn de la s1ntesis de enzimas es de gran -

utilidad a la economía de la c~lula. La represi6n puede eviter la s1nt~ 

sis de enzimas que no se requieren, y de Bsta manera, aliviar los requ~ 

rimientos energ~ticos de la c~lula@ 

2. Inducci6n y represi6n por catabolitos.- Para que exista repre­

si~n por catabolitos se requiere una acumulaci~n de los mismos a partir 

de glucosa y, adem§s, una concantraci6n elevada de mol§culas da alta e­

nerg!a. El uso de esta mecanismo de control coincide con los datos que 

se tienen del control de la esporulaci5n (2)~ De esta forma, cuando se 

agotan los nutrientes del medio~ el control por rapresi6n por cataboli­

tos cesa y las enzimas especificas de la esporulaci5n pueDen ser induci 

das. 

3. Inhibici5n por retroalimentaci6n.- Se sabe que la poza de algu­

nos metabolitos aumenta despu~s que ha finalizado el crecimiento, pero 

las razones de esto no han sido dilucidadas9 El crecimiento se detiene 

por el agotamiento de los nutrientes V esto debería reDundar en la die 
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minuci5n de la poza o Sin embargo p se sabe que las hidro lasas S8 incre­

mentan en este momento. por lo que 88 cree que la poza 8ument;a como re.§; 

puesta B un incremento en el recambio de 108 pollmeI'os celulares. Esto 

podrie tener el siguiente efecto: el incremento sn le concentraci5n ce­

lular de amino§cidos V nucleotidos para reprimir la formaci5n de enzi­

mas biosint~ticas e inhibir~ por tanto, la síntesis subsecuente de sus 

productos finales por retroalimentaci6n, permitir1a a la c~lula cons-­

tru1r la espora utilizando les enzimae inducidas necesarias adem~s de -

las enzimas no inhibidas ya existentes en la c~lu18 en crecimiento. El 

principal beneficio de la c~lula esporulante seria un eficiente uso de 

la energia total de la c~lula. 

Las enzimas alost~ricas tienen adem§s otrae ventajas durante la e~ 

porulaci~n. la actividad basal de muchas de las enzimas del metabolismo 

de carbohidrato s 86 afectada por metabolitos que no son estrictamente -

los productos finales~ pero qUE reflejan el estado en8rg~tico de la c~­

lula. Un ejemplo de este tipo es la PFK, qua es inhibida por el ATP. la 

regulaci5n de la gluc5lisis y la gluconeog~nesis depende de las reaccio 

nes que producen energia. Las bacilos que esporulan en un medio m1nimo 

pueden llevar a cabo un control alost~rica específico que permite la -

síntesis de aminoaz6cares (para la corteza) en las c~lulas que se en-­

cuentran en inanición. 

Se ha encontrado, adem~s, otro tipo de inhibici6n que no es debida 

al fen6meno de retroalimentaci5n~ Algunas enzimas biasint~ticas disminu 
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ven dr~sticamente su actividad cuando los metabol1tos siguen el rever­

so de la vla. Este fen6menc se ha observado 6nicamente en levaduras y 

bacilos. La PFK es una de estas enzimas estudiadas< Durante el creci­

miento en presencia de glucosa se requiere da F'l'l\ qua se 8ncuentra 8n 

su forma activa Ij puede ser ir.lliblda por Arpo La gluc51isis S8 lleva a 

cabo a la velocidad que requiere la c~lula, Ij el control de la vla es 

similar al de cualquier otra c~lula. Sin embargo, al inicio de la eSPE 

rulaci6n la actividad de la PFK disminuye varias veces Ij esto ocurre ~ 

simult§neamente a la disminuci6n da ATP de la poza celular0 Esto sugi~ 

re que la actividad de PFI'i se pierde por otro mecanismo difarente al -

de retroalimentacHm~ Ij a una velocidad mucho malJor que la esperada -­

por el recambio de prote1nas. Una hip5tesis da trabajo pod:r1a ser la '­

transicH'in alost!3rica controloda por un metaboli to, que podria fluctuar 

corno respuesta a las necesidades del metabolismo esporulante. 

M§s adelante se v8r~ que la enzima que estudiamos en esta tesis, 

la succinato deshidrogenass, parece obedecer 8 un mecanismo de regula­

ci5n de este tipoo 

Los mecanismos mencionados son suficientes para proveer el control 

fisiol§gico necesario para la esporulación~ pero pueden existir otros. 

PRODUCTOS ESPECIFICOS DE LA ESPORULACION. 

Algunos productos cambian cuantitativamente durante la esporula­

cHm V otros aparecen de novo,. Solamente 58 mBncion8r~n algunos produ~ 



tos que est'n relacionados a los mecanismos de control. 

Antibi6ticos.- Algunas especies da bacilos producen antibi5ticos -

que son liberados al medio de que finaliza el crecimiBntoo Se -

han encontrado tres antibioticoe en los filtrados crudos de cultivos es 

porulantes de~. subtilis~ cDnsider~ndose la posibilidad de que una de 

estas substancias S8 requiera para iniciar la Bsporulaci5n. 

Acido dipicoHnico.- El DPA no se encuentra en las clHula vegetat.! 

vas de los bacilo8~ paro canstituye dal 5 al 15% del peso saco da la e~ 

pora. La s1ntesis de aste componente ocurre tard1amente durante la esp~ 

rulaci6n. Se han obteni.do mutantes qua carecen de DPA 9 capaces de for­

mar esporas termorresistentes t pero incapaces de retener su estado de -

latencia; su germinsci6n e8 defectuosa, por lo que 58 crea que el OPA -

se requiere para este proceso. 

Factores.- Se ha encontrado un factor llamado "esporog/3nico" en -­

los cultivos de ~. ~, que 8et§ presente en la fracci5n no prote1ni 

ca. Se cree que esta substancia end5gena específica tiene actividad de 

tipo hormonal. Este factor se ha ensayado con c~lulas destinadas a li­

sarse, despu~s de la adici5n del factor esporog~nico, se evita la lisis 

y se lleva a cabo la esporulaci6n. Sin embargo, este factor esporog~ni­

ca no juega un papel primario en los cultivos que esporulan normalmente 

y es posible que esta actividad sea secundaria. 

En la Fig.4. se representa la secuencia de eventos que se llevan a 

cabo durante la 8sporulaci5n de bacilos aerobios. 
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Fig. 4. Secuencia de eventos durante le esporu­
lación de bacilos aerobios. 
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TRANSFORMACIO~ DE ESPORAS EN CELULAS VEGETATIVA~. 

Una espora puede permanecer en estado de latencia Durante mucho -

tiempo y, en condiciones adacuadas, es capaz de transformarse nuevame~ 

te en una c~lula vegetativa. Este proceso se lleva a cabo en tres eta­

pas: 

1. Activaci5n.- Capacita a la espora a germinar cuando las condi­

ciones ambientales son favorables. Es un proceso reversible que puede 

efectuarse por tratamiento con agentes reductores o por exposición a -

pH bajaSe 

2. Germinación.- Es un proceso irreversible que conduce a la per­

dida de todas las características t1picas de la espora; se lleva a ca­

bo en pocos mlnutos~ una vez que las esporas han sido activadas. Se a­

compaña del hinchamiento y ruptura de la cubierta de la espora, con la 

consecuente p~rdida de la resistencia a temperatura y solventes, de la 

refractilidad, da la liberaci5n de los componentes de la espora y de -

un incremento en la actividad metab5lica. El proceso global es degra~ 

tivo, y no se llevan a cabo la sintesis da protelnas ni de ~cidos nu­

cleicos, por 10 que las enzimas involucradas en este proceso ya se en­

cuentran listas en la espora. 

3. Expansi5n.- La germinaci6n es seguida por un periodo de gran -

actividad biosintética, llamado expansión, en el cual son sintetizadas 

las prote1nas y las estructuras t1picas de la c~lula vegetativa, que -

transforman a la espora en una nueve c~lula vegetativa. 



CAPITULO Ir 

SUCCINATO DESHIDROGENASA o 

La succinato deshidrogenasa (SDH) ha sido obtenida de diferentes 

fuentes: coraz6n de cerdo o de ternera~ bacilos algas y levaduras~ e~ 

tra otras, pero las m§s estudiadas, de donde se ha obtenido la mayor 

información acerca de su estructura y propiedades, son las preparaciE 

nes de SDH de corazón de cerdo o de ternera (preparaciones Keilin-HaL 

tree). Los datos que se presentan a continuaci6n provienen principal­

mente de estudios realizados en estas preparaciones, y que fueron re­

copilados por Singer y cols. en una magnifica revisión (1a). 

ESTRUCTURA 1 PESO MOLECULAR. 

a) Composición.= La SDH es una flavoprote1na. Bus constituyentes 

no proternicos son hierro no h~mico. azufre y una flavina unida cova­

lentemente a la cadena polipeptfdica0 Existen ocho ~tomos gramo de -­

hierro no h~mico y de azufra por mol de flavina covalentemente unida. 

b) Subunidades a - La SDH pueda separarse an dos subunidades cata­

l1ticamsnte inactivas, mediante congalamiento y dascongelamiento en -

presencia de tricloroacetato de sodio y por electroforesis en gel de 

SDS-poliacrilamida. Una subunidad tiene un peso molecular de 70,000 -

Y flavina~hierro-azufre en una relaci5n molar 1:4:4. La segunda sub u­

nidad contiene hierro y azufre, pero no contiene flavina, y su peso -

molecular es de 27,000 a 30,000 aproximad.aments o Como la flavina se -
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encuentra en la subunidad de 70.000~ 8S obvio qua este componente de 

la enzima es esencial para la actividad cata11tica, pero no 8e ha de 

mostrado si el sitio de unión al sustrato se encuentra tambi~n en es 

te subunidad. Las posibles funciones de la sub unidad m§s pequeña son 

la presencia del sitio de uni5n al sustrato~ el transporte de elee-­

trones a la coenzima Q (CoQ)~ una función compatible con su alto co~ 

tenido de hierro~azufre, y la regulaci6n. 

e) ~ Molecular.- Se han reportado diferentes pesos molecula­

res para la enzima, que variar; en un rango de 97,000 a 200,000. Es--

tos datos se han analizado y se ha llegado a la conclusi5n de que la 

enzima se asocia en dimeros¡ la enzima monom~rica, que contiene una 

subunidad de peso molecular 70,000 y una de 30,OOD~ se encuentra en 

equilibrio din13mico con un d1mero~ V a medida que la concentraci6n = 

de enzima aumenta, el equilibrio se desplaza hacia la formaci5n del 

dimero. 

d) Estructura de la flavina covalentsmente unida.- La digesti6n 

de la enzima altamente purificada, con tripsina y quimiotripsina, 11 

oera a la flavina en forma de p§ptidos de ?lavina. Este p~ptido est~ 

unido al anillo de isoaloxazina del FAD en la posici6n 8; el amino13-

cido inmediatamente unido al grupo alfa-metilo es la histidina& 
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PARAMETR05 MOLECULARES. 

ReaccHín .EE!!. cial1uro.- En 1951 se reporto qua las preparaciones -

de 5DH incubadas con cianuro se inactiílsban gradualmente. Postariorm8,!! 

ts 58 inílsstig5 esta efecto con gran detalla. Los resultados encontra­

dos fueron: (1) en las preparaciones solubles, sl cianuro no causaba -

inactivacil5n, aunque la enzima incorporaba cianuro ¡ (2) en lss prepar.§ 

ciones particuladas, la reacción con colorantes. qU8 probablemente no 

interactuaban directamente con la flavoprote1na (azul de ITIstileno), e­

ra abolida completamente por el cianuro, pero solamente el 50% de la -

actividad de la succinato:PM5 5xidorreductasa era sensible El cianuro; 

ademas de la p~rdida de actividad (medida como Vmax)~ el cianuro aumen 

taba la Km para el aceptar de electrones (PMS¡, mientras qua la Km pa­

ra succinato no cambiaba; (4) la velocidad de inactiveci5n de la deshi 

droganasa era pH dependiente. 

Estas observaciones se interpretaron como cambios conformeciona-­

les lentos, a consecuencia de la combinaci5n del cianuro con un grupo 

oxidado de la enzima, cambios que conducen inicialmente a una p~rdida 

reveraible de la afinidad por los colorantes y eventualmente a una P~E 

dida de la actividad. Se pens5 que la alteración conformaeional invol~ 

ereba regiones de la mol~cula relacionadas al transporte de electrones 

a ciertos colorantes y a la cadena respiratoria~ V no al sitio de unión 

con el sustrato. 

Otra posibilidad era qua el componente de la enzima que se une al 
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cianuro y que in1cia el proceso de inactiuaci6n es el hierro no hlmico. 

Esta idea se fundament6 an los efectos solubilizantes del cianuro; las 

preparaciones particuladaa contienen uniones da Fe-5. y la mitad de la 

actividad succinato~PMS as sensible al cianuro. Con estos datos se ha 

especulado sob:rs la existencia de dos si t:l,os de !'eacciÉln para PMS en -

la enzima l uno de los cuales se destruye por al tratamiento con cianu-

ro da la enzima particulade, mientras que en la soluble no 88 funcio--

nal~ 

PROPIEDADES REGUlATORIAS o 

a) Activacifin .Q.Q.!. substratos y f!!2!: inhibidores competí tivos.·· Se 

ha reportado que la actividsd de las preparaciones purificadas de la -

enzima soluble 8S mayor en buffer da fosfatos que en otros buffera; ea 

ta afecto activador da los fosfatos pueda sal' debido a su capacidad p~ 

ra combinarse con el sitio de uni5n del substrato, ya que los subatra-

tos (succinato \j f'umarato) y los inhibido ras competitivos activan de .!:! 

na manera similar a la enzima. Mientras menor sea el valor de la cons-

tanta de Michaelis (Km) o de la constante de inhibici6n (K T ) para un -
J. 

substrato (excspto fumarato) o para un inhibidor, m~s eficiente ser§ -

su efecto como activador; a concentraci6n infinita de cada activador -

se observa el mismo grado de activaci6n. La activaci6n sigue una cin~-

tica de primer orden con energ1a de activaci6n muy elevada (33 a 36 

Kcal/mol) lo que sugiEre un cambio conformacional en la enzima, que 
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probablemente involucre a los centros de Fe-S da la misma. 

Se ha demostrado que la activaci5n es reversible si 68 elimina al 

agente activadoI'& Se ha postulado un equilibri,G libre entre la enzima 

desactivada v su forma activada (EA)~ la cual e8 estabilizada por 

el activadoI' (e). 

Como le concentraci6n de 8uccinato nin situ", en los diferentes -

estados metab61icos no es lo suficientemente grande para producir carn-

bias en sl estado de activaci6n de la enzima, se desconoce a6n como 0-

perar1a este tipo de control. 

b) ActivacHín. tlQ.!: coenzima .!l reducida 0 - Se he demostrado qua las 

propiedades cin~ticas de la SDH dependen de la presencia de CoQ normal 

en las preparaciones particuladas. Este hecho sugiera que la CoQ modu-

la de alguna manera la actividad de la SDH. 

La CoQ reducida (CoQH2) induce la activaciÓn de la enzima. La sdi 

ci5.. de NADH a las preparaciones particuladas que contienen la enzima 

desactivada en un 80 a 90% induce su activación gradual. Sin embargo, 

si se suprime la CoQ a las membranas tratadas con NADH~ no ocurre acti 

vaci6n de SDH¡ la activación se induce nuevamente si se restaura la --

CoQ original. La CoQH
2 

protege a la SDH de la inactivación por cianuro, 

lo mismo sucede con el succinato y otros reductores no especificas de 

la enzima. Tambi~n S8 ha encontrada que la CoQ oxidada no induce la aE 

tivaci6n. De acuerdo con estos r85ultado5~ 88 ha postulado que el NADH 



- 25 -

sirve 6nicamente para reducir a la GoQ endógena. La quinona tiene. por 

lo tanto, dos funciones: ( act~a como aceptar o donador de electro--

nes y (2) actfia como un regulador de la SDH. 

Si la activaci5n por el NADH procede obligatoriamente por la via 

de CoQ reducida. cabe esperarse que en la mitocondria, cualquier meta­

bolito capaz de reducir a la CoQ pueda activar tambi§n a la SDH 9 YP en 

efecto, esto es lo que ocurre. 

Lo actividad de la SDH disminuye en presencia de desacoplantes c~ 

mo el dinitrcfenol, con la correspondiente acumulaci6n de succinato¡ -

este efecto es debido a que la coenzima Q va siendo oxidada a medida -

que se adiciona el desacoplante. 

e) Activaci5n por ATP.- Los resultados presentados anteriormente 

sugieren que. en la mitocandria~ la actividad de la SDH 8st5 regulada 

por la relaci6n COQ10/CoQ10H2~ que a su vez está deter~lnada por la r~ 

laci6n NAD/NADH y al potencial de fosfatos. Es posible que el ATP gen~ 

rada tambifin juegue un papel importante en la determinaci5n de la fra~ 

ci5n de deshidrogenasa que S8 encuentra activada en un momento dado. -

Se ha reportado que el ATP aumente la velocidad de oxidaci6n del suce! 

nato. y originalmente se peMs6 que este efecto era debido a la remoci5n 

del oxalacetato (que inhibe a la enzima), o bien, a la reducci6n de -­

CaQ. Posteriormente se demostro que la activación por ATP no se deb1a 

a ninguno de estos efectos. 
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La activaci~n de la SDH por los substratos ligados a NAD via CoQ 

reducida V la activaci~n por ATP son aditivas en determinadas condi-­

cion8s~ lo que demuestra que estos dos moduledores sct6an independíen 

t8mente~ sin embargo~ su acción combinada es necesaria para proveer a 

la enzima de un control compatible con los requerimientos fisio16gi-­

cos. El ATP no induce la activación de la dsshidrogenasa en las prep~ 

raciones solubles. 

d) Activaci6n Bar ~ ~ aniones.- Se ha reportado que en las pre­

paraoiones solubles y particuladas ds SDH la enzima 8e activa espont! 

nsamente a medida que se disminuye el pH. El grado de activaci6n ds-­

paneds dsl pH y de la composici5n i5nica del medlo. A pH 5.5 la enzi­

ma se activa en un 41% (con respecta a la actividad m§xima obtenida -

con succinato como activador)t y en un 80% si ss adiciona al medio 

NaCl 00 1 M. La 5DH es desactivada si se aumenta el pH; a pH 7.5 la BE 

tividad de la enzima es de 10%. 

El punto de m~xima activaci5n se obtiene a pH 6.3 a 6.6 a 30De. 

Esto sugiere que la ionizaci5n del grupo histidil es la que gobierna 

la activaci6n reversible por el pH (pero no al grupo histidil oovalen 

temente unido a FAD~ ya que ~ste tiene un pKa de 4.5). 

Los oationes monovalentes, Na+~ K+, Tris+ w no afectan la activi­

dad de la enzimaQ Se observa activaci6n por 504= y por aniones monov~ 

lentes, en el siguiente orden de efectividad; CI04-, formato, N03-, -
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1-. 8r- y Cl-. Acetato CN- y r- no muestran afecto. Los experimentos -

realizados en Be te campo conducen a pensar que los aniones monovalentes 

en presencia de succinato, llevan a cabo una alteraci5n conformacional 

de manera que las propiedades regulatorias de la enzima cambian. 

8) Dssaotivaci5n.- la SDH aotivada por substratos. inhibidores co~ 

petitivos w CoQ reducida o ATP se desactiva espontaneamente si 88 remUB­

ve al activador. Sin embargo, tambi~n se ha encontrado, en las mitocon­

drias y en las partículaa submitocondriales w que una vez que la activa­

c15n alcanza ciervo nivel, la desactivaci6n se inicia a6n cuando el ac­

tivador est5 prBsente~ Esto sugiere que adem~s de moduladores positivos 

existen tambi~n moduladores negativos para la enzima. 

Despu@s de la activación a pH 6.0, la deshidrogenasa es desactiva­

da rápidamente por concentraciones muy pequeñas (25 micromolar) de suc­

cinato, fumarato~ L V D-malato. Se ha demostrado que la desactivaci6n -

se lleva a cabo por la formación de oxalacetato y no por la acci5n de -

los §cidos dicarbox11icos como moduladores negativos o La formaci5n de -

oxalacetato es proporcional a la p~rdida de la actividad; cuando se fOE 

ma una mal de oxslacetato por mol de flavina, la SDH se desactiva en un 

80 a 90%3 

f) Relaci5n del oxalacetsto al 8roce~ de activaci5n.- En las pre­

paraciones so!ubles y particuladas de SDH se ha encontrado que la enzi-
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ma contiene oxalacetato fuertemente unido p 1J8 que ~ste no se separa d,g 

rante la precipitaci6n IJ la exclusi6n en gel" El 81'- es capaz de libe­

rar todo el oxalacatato unido El la enzima SolLlble con el correspon-­

diente incremento en su actividad. 

Al activar a la enzima con diferentes concentraciones de 81'- la -

velocidad de activaci6n es dos veces mayar que la velacidad de disoci~ 

ci5n del oxalaceteto de la pratelnae La liberaci6n del oxalaceteto un1 

do a la enzima mediante la adici5n de Br-~ de incubacil.ín pro-' 

longada y est~ Caracterizada por una energ1a de activacil.ín muy alta -­

(180 1 Kcal/mol)j que es la misma energ1a que requiere la enzima para ~ 

su activaci5n. Esta elevada energ1a de activaci5n sugiere que 58 nece­

sita un cambio conformacianal an"t8s de la libel"8CHín del oxalacetato~ 

por lo tanto, el proceso no puede ser considerado como un mero despla­

zamiento del inhibidor~ 

g) Control fisio16gico de le SDH.- Al considerar los estados da -

transicil5n de la SDH~ de activada a desactivada surge la siguiente -­

pregunta: ¿son estos cambios capaces de reQular la actividad dal ciclo 

de l'irebs? De los numerosoe estudios realizados se ha llegado a la I:on­

clusi6n de que esto no sucedes la enzima no regula al ciclo. Por otro 

lado, la SDH regulada por el estado metab61icD de la mitocondria puede 

fluctuar su actividad en un rango de 5 B 10 vaces. 

Adem~s, se ha encontrado que los sustratos da varias flavoprote1-



- 29 = 

nas ligadas a la cadena respiratoria (NADH, auccinatc, colina, alfa= 

glicerofosfato) se interfieren mutuamente durante su oxidacil5n, da ml! 

nera que en el momento en que al sistema da traneporte de electrones 

se orienta hacia cualquier flavoprotslna Ista se ancontrarl en forma 

reducida en un momento dado, siando incapaz da captar electrones da o 

tras flavopratelnas. 

Considerando lo anterior, ss obvio que la actividad na controla­

da de la 5DH podría restringir la !'eoxidaci6n del NAD~ y8 que existe 

un flujo suficiente de succlnato para mantener e. la deshidrogenasa rl! 

duelds durante mucho Coma la oxidación de una mol de succina­

to produce 5nicamente dos moles de ATP, mientras qua la oxidaci6n de 

NADH produce tres mole da ATP~ la m§xima velocidad de s1ntesis ds ATP 

r8qusrir~ ds alguna restricci~n en la actividad de la SDH para permi= 

tir la m~xima oxidaci6n del NADH¡ ideslmente, esta I'estricci6n psra -

la SDH no debe ser tan grande como para que limite la velocidad del = 

ciclo de i'lrebs. 

El mecanismo de regulaci5n que se ha propuesta as el siguiente:­

cuando la relaci~n ATP/ADP es baja~ se requiere la sintesis da ATP~ y 

la SDH ser§ desactivada~ debido a la baja concentraci6n de ATP y de -

CoQ reducida. Esto permite incrementar la oxidaci5n del NADH~ Ys du-­

rante esta fase, el succinato 58 acumula (lo que ha sido demostrado -

experimentalmenta)s Cuando la :t'slaci5n ATP/ADP aumente, la SDH puede 

ser activada por el succinato, por la elevada relaci5n de CoQH2/Coq V 
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por sl ATP~ lo que conduce a una disminución del succinato acumulado. 

Para que esta 888 , 58 requiere que existan ~ 

tras fuentes de sm:a::if1ato ad8m§s De la oxidaci6n de alfa=cetoglutara­

tO g de otro modo, le oxidacHin del alfa-cetogluta1'atn ligada a Nl·\D jJ~ 

01'18 11m! tal' el de succina"to$ S8 sabs qU8 se forman cantidades 

considerables da succinato B partir de la oxidaci6n da ~cidos grasos 

con nllmero impar de de amino~cidos COi"' cadenas ramificadas 

y da metionina. por la vía del metil-malonil COAé 

Esta hip5tesis fisio15gica~ para los mecanismos de la 

ragulaci5n de la SDH. no es la finiea posible IJ no ss adaptable a to-­

das las situaciones metab6licas~ Existe evidencia de que las condiei~ 

nes ideales para la mAxima actividad de la SDH en las mitocondrias -­

son tambi~n aquellas en las cualas el flujo de electrones es a la in­

v8rsa~ en las que la SDH desempeña un papel fundamen'tsl Q Este proceso 

est~ involucrado en la de la cadena de §cidoe grasos y en 

el consecuente almacenamiento de equivalentes reductores en la mito­

condria de coraz5n. 

8in embargo~ esta hip5tesis parece sal' adacu8da~ y, si es correE 

ta~ podr1a significar la modulacitJn de la SDH actuando en conjunto -­

con el control respiratorio, que es de gran importancia en la regula= 

ci6n de la conssrvaci(Jn de energía en la mitocondria. 

Este punto de vista del control de la SDH en la mitocondria no -

considera las observaciones recientes sobre la presencia de oxalaceta 
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to unido a la enzima, en lae preparaciones particulada8 y en las solu­

bIas. No ss ha demostrado que los reguladores de la SDH (CoQH2" succi­

nato. ATP) liberen oxalacstato ds la enzima. por lo qua no axiste eui-

Dencis que sugiera que la sctivacion-oesactivación ds la enzima 

involucra al oxalaceta'to. Aun cuando 68 demostrara posteriormente que 

la activaciÓn De la oashidrogenasa mediada por la CoQH
2 

involucra le = 

reducci6n del oxalaceteto unido, a malato. esto no afectarla al 81gnl-

ficadn regulatorio del fen5meno sino que proveer1e un mecanismo qu!m1 

ca para el proceso. 

PROPIEDADES 

cin~tica8@= La SDH es altamente especl 

fica en sus requer:!.m:!.antos para aceptores de electrones. Las prepara-­

ciones purificedss son oxidadss 8. velocidades apreciables solamente -­

por el lTIetasulfato de fenazina, el etosulfato de fenazina \j el fe1'1'i-­

cianuro. Le velocidad de oxidaci~n oel 8uccinato 88 id~ntica para es-­

tos tres oxidantes a concentración infinita (Vmax). Le CoQ, el oxidan­

te fisio16gico en las preparaciones particuladas, no reacciona con nin 

guna preparación soluble. probablemente debido a que su interacci6n re 

quiere de la presencia de 11pidos especificos que 80n removidos duran­

te la solubilización. Le acción de la enzime es fácilmente reversible 

V la enzima puede aceptar electrones para la reducción de fumarato a -

partir de diversos donadores de electrones w de los cuales, el FMNH2 es 



CAPITULO III 

~ADENA RESPIR1~TORIA. 

La succinato deshidrogenasa juega un doble papel el1 el metabolis­

mo celular: (1) interviene en las reaccionas del ciclo de Krebs, oxi-­

dando al sticcinato para transformarlo en flJmarElto~ y (2) provee de e-­

lact1'ones El la pactana respiratoria para la obtenci6n de ene1'gla. 

En eete capitulo se r8visar~ brevemente el mecanismo de transfe­

rencia de electrones. 

Las c~lula8 obtienen la mayor parte de su energla a tr8vt3s de la 

reacci6n de los substratos con el oxigena moleculaI'0 La forma en le -

cual la 8n8rg18 BS vuelve disponible ss mediante la producci5n de ATP 

por fosforl1aci6n de ADP. Para obtener el m~ximo'rendimi8nto de ATP~ la 

transferencia de electrones$desde los substratos hasta el oxigeno, S8 

divide en varios pasos, de modo que por lo menos dos (y mas El menudo -

tres) fosforilaciones distintas pueden ocurrir por cada par de electr2 

nes transferidos. Estos pasos implican una aucesi/Sn de portadores de ~ 

lactl'ones ~ compuestos que pueden ser l'sducidos por aceptacifin de elec­

trones del portador precedente y pueden de nuevo Dxidarse~ por transf~ 

rencia de electrones al portador siguiente. 

La secuencia de las reacciones de transferencia de electrones en 

la cadena respiratoria, desde el NADH hasta el oxigeno molecular, S8 -

muestra en la figura (5) 

Los electrones son transferidos por agentes oxidantes cada vez --
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el m~s comGnmente utilizado. 

Ademfis del succinato, tambi~n pueden ser oxidados otros sUbstra­

tos p como el metilsuccinato. el etilsucc1natc~ clorDsuccinato~ D y L­

malato y el monofluorosuccinato Q De estos compuestos, el ~ltimD es el 

~nico oxidado relativamente r~pido (45% de la velocidad con succinato 

a Vmax); la velocidad da oxidación del D y L-malato 8S muy difícil de 

medir. debido a la rfipida formaci6n del snzima-oxalacetato. 

La Km para succinato ha sido determinada en diferentes laborato­

riose Los datos reportados vadan en un rango de 0.3 a 1.3 ml'l a 3SDC 

y de 0$06 a 1~3 m~l 8 22=250 Ce El nGmero de recambio de la eflzima v ex­

presado por mol de flavina cDvalentements unidB actividad del centro 

catalltico) es de 18.000 ± 1,000 a 38oC~ pH 7.6 sn mitocondria de ca 

raz5n. de cerebro y de levadura aar5bica. 

Inhibidores.- En orden de efectividad, los inhibidores competiti 

vos m~s utilizados son: oxalecetato w malonato. pirofosfato, fumarato; 

recientemente se han estudiado el el tri V el perfluorosuccinato. 

Los componentes férricos ds le enzima I'eSCCÜlf1S11 muV lentamente 

con los agentes quelantes de hierro, a menos que la enzima sea expu8~ 

ta previamente a agentes que causan cambios conformacionales (ures? -

hidrosulfi to. mel'cIJriales). 
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m~s fuertes de substrato a oxigeno, 8S decir~ portadores sucesivos ti~ 

nen potenciales da electrones crecientemente m§s positivos. Los porta­

dores iniciales son derivados de las vitaminas nlcotinato V riboflavi­

nso Los portadores posteriores son prote{nas de hemina, los citoaromos, 

oon estructuras modificadas a fin de haoer del grupo hemina un oxidan­

te creoientemente mas 

Los electrones provenientes de diferentes sustratos se colectan -

en forma de NADH mediante la accHín de deshidrogenasas ligadas a NAO .. 

Estos electrones entran a le cadena respiratoria a traves de la flavo-

prote!na NADH deshidrogenase. Por otro otros substratos respira-

torios son oxidados mediante deshidrogenas8a ligadas 8 como -

la SDH IJ la acil-CoA deshidrogell8s8, que introducen los electrones a -> 

la cadena respiratoria a trav~s de la CoQ@ El resto de los portadores 

electr5nicos despu~s de la CoQ son todos citocromos. La reacci5n final 

de transferencia de electrones involucra al citocromo (a+a3)w que r8a~ 

ciona directamente con el ox~g8no molecular. 

El transporte de electrones puede ser bloqueado en diferentes si­

tios de la cadena respiratoria por diversas substancias conocidas como 

inhibidores respiratorios, ejemplos de estas substancias son el cianu­

ro~ la antimicina, la rotenooa. El efecto neto de estos inhibidores es 

que cesa la transferencia de electrones al oxigeno, dando lugar a que 

los portadores de electrones anteriores al sitio de acci6n del inhibi­

dar-se acumulen en estado reducido, cesando as! la generaci5n de ATP. 
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De estos inhibidor88 p el cianuro es de intsr~s en nues 

tro trabajo, Ija que su adicHin 8S indispensable p8¡~a detectar la acti-

vidao de la SDH en los difeI'entes estadios de la El cia~~ 

nuI'O ec:teJa bloqueando la rescci6n terminal de la :::aOe'18 

88 decir F impide la transferencia de electrones desde el citocromo a+83 

al oxigeno molecular, parque se combina con el Hín CUpI'E. 

SO de la citocroffio oxidase parcialmente reducida, obligando al resto -

de 108 elementos de la cadena E permanecer en estado reducido. 

de electrones 58 lle\l8 El cabo 8n la mem 

tras que en los organismos que carecen de mltocondrias D 

81 transporte electrOnlcD S8 lleva a cabo mamb:rana celulaI'¡¡; 



CAPITULO IV 

MATERIPUS y ~ETODOS. 

Se utiHz6 una cepa ds Bacillus~, aislada por And:reoli \j --

cols. (78). El crecimiento sincrónico y la del bacilo se 

llevó a cabo en medio G modificado, utilizando la t~cnica ds cultivo -

activo (86)(,) 

Composici6n del medio G modificadg.- 0.1% de extracto de levadura, 

0.1% oe Sacarosa (azócar os cocina rafinada), 0.2% 25°4' 0.5% K2HP0 4• 

0.0005% CUSD4"5H20, 0.02% 0.0025% 

0.00005% ;' 0000D[32% \j 0.0005% lnS0 4 

Los componentes ss disuelvan an agua bidestilBda hasta el volumen 

desesdo. Se preparen 10 1 de medio pare el biofarmentador, que se este­

rilizan B 121 0 C y 1B-24 libras de presi6n durante 40 minutos. 5e prepa­

ran 0.5 1 de medio para transferencias y B8 distribuyen de la siguiente 

manera: 300 mI en un matraz erlenmeyer de 2 1, 'Y los 200 mI restantes -

en ouatro matraces erlenmayar de 250 mI oon 50 mI cada uno. Los matraces 

de transferencia se esterilizan 15 minutos a 121°C y 18-24 lbs o de presión. 

T€\cnica de cultivo activo para le obtem::i/ln del crecimiento sincrQ 

n1co.- La cepa de ~. ~ sa mantiene en tubos con agar nutriente in­

clinado en refrigeración. PeTa activar al bacilo se incuba uno de estos 

tubos a 37°C, 12 horas. Con la cepa activada se inocula el primer matraz 

de transferencia con 50 mI de medio, que se incuba en agitación El 300 rpm 
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y B 30De durante 4 a 5 horas, después de lo cual se transfiere 1 ml del 

cultivo B un segundo matraz de transferencia conteniando 50 mI de medio, 

el cual sa incuba an las condiciones anteriores. De la misma farma ss -

realizan dos transferencias m~s de 1:50 mi caDa tras horas y una cuarta 

transferencia de 5:300 mI en el matraz erlenmeyer da 2 1 que se mantie­

ne en las mismas condiciones de agitaci6n y temperatura durante tres ho 

ras@ Finalmente se inocula el biofermentador que contiene 10 1 de medio 

(Modelo Magnaferm New Brunswich Scisntific Co, Ine.) con 150 mI del 61-

timo cultivo® La temperatura se mantiene a , la agitaci6n a 150 rpm 

y sl flujo da aira El 4-6 litroe por minuto. 

El crecimiento en el biD fermentador se sigue espectrofotomfitrica-

mente, midiendo la absorbancia a 5i~O nm (el''' Plfe -

Unicam SP-1800) y midiendo al pH B intervalos de 15 minutos. 

Las c§lulas ss colectan mediante una centrffug8 de flujo continuo 

CSharplea modelo T-1) durante la fase exponencial (R540 1.25) o B los 

tiempos indicados de esporulación. El paquete celular se lav8 tres ve­

ces con buffer Tris-Hel 0.2 r'l, pH 7.6 adicionado de CeC12 y MgC12 50 mM 

(buffer TCM). 

b) ROMPIMIENTO Y PREPIlRACION DE LAS MEMBRANAS" 

Se resuspenden 20 9 (peso hómedo) de c~lulas en 100 ml de buffer -

TCM y 58 rompen a 30,000 Psi y 40 C en un fraccionador Ribe Cell (Ivan -

Sorval1, Inc. Conn. U.S.A.) segón Andreol! y cola. (7e). El homogenado 
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obtenido se incuba con Desoxirribonucleasa 1 durante 10 minutos a tem-

peraturs ambiente y agitación, para eliminar la viscosidad producida -

por el DNA liberado. Las c~lulas completas sa eliminan por centrifuga-

oi6n 8 1,500 x 9 durante 5 minutos y las membranas se recuperan por -= 

centrifugaci6n a 140,000 x 9 durante dos horas. El paquete de membra--

nas se lava tres veces con buffer TeM. Estas membranas pueden almace--

narse en nitr6geno liquido durante varias semanas sin plrdids aprecis-

ble de actividad de SDn o 

e) SOLUSILIZACION LA SUCCINATO DESHIDROGENASA. 

Utilizamos diferentss agentss para la solubilizaci6n de la SDH: 

1) Un agente el NaCI0
41 

que BS un perturbador de protelnas. 

2) Un detergente i5nioo, el desoxicolato de sodio. 
,. 

3) Un detergente no iónico, el Brij 36-T. (Ver secci6n de Reactivos). 

La solubilizaci5n con NeCI04 se lleva a cabo resuspendiendo las -

membranas (aproximadamente 12 mg/ml de prote1na de membranas) en buffer 

de glicil-glicina O. pH 7.4. Se adiciona NaCI04 desde una concentra 

ci5n 8 0 0M hasta concentración final de OD35M en atmósfera de nitrógeno. 

La preparación se incuba durante 20 minutos en hielo y atmósfera de N2 

y posteriormente S8 centrifuga a 140,000 x 9 durante una hora. Se sep~ 

ra el sobrenadante y se adiciona succinato de eodio haeta concentraci5n 

final de 10 mMy ditiotreital hasta concentración final de 5 mM. El pr,!! 

cipi tado se resuspende en el 40% del volumrm original en buffer de gli-
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cil-glicina 0.1 M Y pH 7.4, se adiciona NaCI04 B.O M hasta concentra-­

ci5n final de 0.85 M en atm5sfera de N~o Se incuba en hielo durante 20 
é-

minutos en presencia de nitr6gena y se centrifuga e 140,000 x g duran-

te tres horas. El sobrenadanta se adiciona con succinato y ditiotrei--

tal a la5 concentraciones antes mencionadas. 

La solubilizaci5n de la SDH con Brij 35-T se lleva a cabo median-

te la incubaci5n de lae membranas en buffer TCM y en presencia del de-

tergente al 0.3%. Esta suspensi5n es sonicada durante 1~ minutos y des 

puls incubada a 40 C durante una hora. Posteriormente se centrifuga la 

preparaci6n a 140.000 x 9 durante dos horas y 88 aeparan las fraccio-

nes. 

La solubilizaci5n de la enzima con el desoxlcolato de sodio CDGC) 

sa realiza de la misma forma que con el 8rij 3ó-T~ pero utilizando una 

concentraci6n mayor, 0&75%. 

d) ENSAYOS ENZIi"IATI[;U5 e 

1) Sucoinato:DCPIP oxidorreductasa.- El ensayo S8 realiza en cel­

dillas de } ml y a una temperatura de 300C~ de acuerdo con Lang y ools. 

(5a) e La mezcla de ensayo consiste en suocinato dis1'ídioo 20 ml'l. buffer 

de fosfato de potasio 50 mM, pH 8.0. agua bidestilada hasta volumen fi 

nal de 3.0 ml, membranas (aproximadamente 0.4 mg de proteina de membr~ 

nas), metasulfato de fanazina (PMS) 1.1 mM V diclorofenolindofenol -­

(DCPIP) 0.08 mM. La mezcla de ensayo se preincuba durante tres minutos 
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antes de adicionar el PMS y el DCPIP. La reducci6n del DCPIP se sigue 

espectrofotometricamente 8 600 nm (espectrofotómetro Pye Unicam SP--

1800). La actividad se expresa como micromoles de DCPIP reducidos por 

mg de proteína por hora. Despu¿s de registrar la actividad durante 1 s 

2 minutos se adiciona cianuro de potasio B concentración final de 0.1 

mM. La actividad dependiente de cianuro se cuantifica por al cambio --

producido en la pendiente después de la adición del mismo. 

Con el objeto de aclarar el fundamento de esta ensayo, a continua 

c16n se representan las estructuras y las principales características 

del PMS y del DCPIP. 

Metasulfato de fenazina (PMS) 

Es un aceptar de electrones V un ~ 

carreactor de los mismos. En forma 

oxidada es amarillo V en forma redu 

(forma oxidada) cida 8S lauco. 

Diclorofenolindofenol (De?IP) 

Es un aceptar de electrones; en su 

forma oxidada es azul 8 pH neutro 

y rosa a pH ~cido; en su forma redu 

(forma OXidada) oida es leuco. 

Las constantes cinéticas de la SDH se determinaron realizando el --

mismo ensayo, pero variando la concentreci6n de los reactivos, o el pH -

del buffer, dependiendo de la constante que se deseaba cuantificar: 
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i) pH Optimc.- Los buffers utilizados fueron: buffer de fosfatos 

de potasio 50 mM en un rango da pH de 6.0 a 8.0 V buffer de Tris-Hel 

50 mM en un rango de pH de 7.2 8 9.0. 

ii) Km para succinato.- Se utilizo succinato disódico en un rango 

de conoentraciones de 0.1 a 5.0 mM. 

iii) Km para KCN.- Se utilizo cianuro de potasio en un rango de con 

centracione8 de 0.001 8 5.0 mM. 

iv) Km para PMS.- Se utiliz6 PMS en un rango de concentraciones de 

0.005 a 20 8 0 mM. 

la determinación de prote1nas se llev6 8 cabo utilizando el méto­

do de Lowry (8a). Este método utiliza iones de Cu++ en medio ligerame~ 

te alcalino, con los cuales las proteinas forman complejos coloreados, 

de composici6n desconocida, entre el ion Cu++V los grupos carbonilo de 

los enlaces peptldicos. 

e) REACTIVOS. 

La Desoxirribonucleasa l, el PMS, el citocromo e v el Tris-hidroxi 

metil-amino-metano se obtuvieron ds la casa Sigma Chemical COi el DCPIP 

y el KCN se obtuvieron de la casa 8akerj el desoxicolato de sodio V el 

perclorato de sodio de la casa Merck. Los dem~s reactivos utilizados -

son de grado reactivo. El material de cristalerla fue de la casa Pyrex. 

Nota: Brij 36-T es el nombre comercial de este detergente no i6nico, el 

cual es un derivado de alcoholes polioxietil~nicos. 



CAPITULO V 

RESULTADOS. 

1. CRECIMIENTO SII\!CRONICO DE 8ACILLUS CEREUS. 

En la figura (6) se representa una gr§fica del crecimiento 

y la esporulaci5n de ~. ~e El tiempo t o indica la iniciaci6n de la 

8sporulaci5n, la cual se lleva a cabo él los 30 minutos posteriores al 

pH m!nimo del cultivo. Los estadios subsecuentes de esporulacHin t
1 

~ -

t 2 , t 3• etc. se obtienen él los 60, 120, 180 p etc. minutos después de -

haberse detectado t o y pueden seguirse mediante la observaci5n en el -

microscopio de contraste de fases. 

2. ACTIVIDAD DE LA SDH DURANTE EL CRECIMIENTO VEGETATIVO Y LA ES­

PORULACIOI\J. 

La figura (7) muestra el comportamiento de la SDH durante el cre­

cimiento y la esporulaci5n de ~e ~e Durante la fase vegetativa la 

enzima presenta el m§ximo de actividad; una vez que se inicia la espo­

rulaci5n la actividad disminuye rfipidamente, de manera que hacia el 

tiempo t 3 la actividad de SDH no es demostrable. Sin embargo, si se a­

diciona cianuro a la mezcla de ensayo la actividad puede demostrarse -

en cualquier estadio; S8 observa adem~s un segundo incremento en la a~ 

tividad, que puede estar relacionado a la s1ntesis de la membrana ex­

terna de la forespor8. De acuerdo con esto~ las membranas vegetativas 

y esporulentes pueden diferenciarse entre si por su comportamiento --
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Fig. 6. Curva de crecimiento de Q. ~ en medio G 
modificado. 
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fase esporulante 
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Fig. 7. 5uccinato:DCPIP-PMS oxidorreductasa en membranas totales de Q@ ~ 
durante las fases vegetativa y esporulante. 

Los puntos graficados se obtuvieron del promedio de 10 experimentos. 
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frente al cianuro en el ensayo de euccinato-PMS~ mientras que las esp~ 

rulantes son dependientes de cianuro, es decir, requieren la adici6n -

de cianuro para desenmascarar la actividad, las vegetativas son inde-­

pendientes de cianuro. la adici6n de cianuro no modifica significativ§ 

mente la actividad de estas membranas. 

El cianuro es un buen inhibidor de la cadena respiratoria. lo que 

sugiere que su efecto activador sobre las membranas esporulantes po-­

dr!e ser debido a la inhibici6n de la citocromo oxidase; esto obliga­

ria a los electrones a fluir a trav~s del PMS (fige 8). Para confir-­

mar esta idea, decidimos comparar las concentraciones de cianuro nece­

sarias para inhibir a la citocromo oxidas a y las concentraciones de -­

cianuro necesarias para causar la estimulaci5n de la SDH en el ensayo 

del PMS e 

En la fig. (9) se observa el efecto de la concentraci6n de cianu­

ro sobre la SDH a diferentes estadios del crecimiento y la esporula-­

oi6n. Es evidente que las membranas vegatativas no son estimuladas si~ 

nificativamente a ninguna de estas concentraciones, mientras que las -

membranas t o5 y t 1• 5 (esporulantes j6venes) se activan totalmente a -­

concentraciones sumamente bajas de cianuro. La dependencia del cianuro 

aumenta con el tiempo de esporulaci6n. 

Por otro lado, las concentraciones de ci~nurD necesarias para in­

hibir a la citocromo oxidasa se encuentran por encima de 0.1 mM, lo -

que se observa en la Tabla l¡ esto demuestra qua las concentraciones -
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, (DCPIP (azul) 
PM5~ 

SUCClNATO--+'"FPS"/ DCPIP (leuco) 

~ CoQ ~~Git. b ~Cit. e ~Cit. a+a
3 

*," ~ t 
NADH -+ FPn KCN 

'" (0.1 - 1.0 mM) 
~[DCPIP (azul) 

DCPIP (leuco) 

Fig. 8. Cadena respiratoria de Bacillus ~. Tambi~n se muestran 10B 
sitios de acción de los aceptares artificiales de electrones y 
el sitio de inhibici6n del cianuro de potasio. 

*FPS flavoprotelna que deshidrogena al succinato (SDH). 
**FPn = flavoprote1nas que deshidrogenan al NADH. 
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Fig. 9. Efecto de la concentración de KCN sobre la actividad de succinato:DCPIP-PMS 
aceptor durante las etapas vegetativa y esporulante de Q. ~. 
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de cianuro necesarias para estimular a la SDH en el ensayo de PMS no -

son capaces de bloquear la cadena de transporte de electrones, lo que 

sugiere que el sitio de acci6n del cianuro no es la citocromo oxidasa. 

Este hecho se confirma por la alta afinidad que presenta la SDH por el 

cianuro; las figuras (10 V 1j) muestran que la Km aparente para cianu­

ro es 2e 7 micromolar, una concentraci6n aproximadamente 40 veces menor 

qua la requerida para bloquear la cadena de transporte de electrones. 

Para descartar totalmente a la cadana respiratoria como sitio da 

acci6n del cianuro en la astimulación de la SDH, decidimos probar 0-­

tros agentes inhibidores como HOQNO, antimicina y rotenona& Los resul­

tados se muestran en la Tabla 11. Se observa que las concentraciones -

requeridas para inhibir a la succinato oxidas a (que utiliza oxigeno mo 

lecular como aceptar final de electrones) no son capaces da activar a 

la succinato:DCPIP oxidorreductasa. 

Ensayamos adem§s diversos compuestos que pudieran llevar a cabo -

el mismo efecto activador del cianuro, entre ellos varios aniones mon~ 

valen tes a diferentes concentraciones (Tabla II!); ninguno de ellos a~ 

tiva de manera significativa a la SDH (excepto el fluoruro, que la ac­

tiva en un 25%). Los aniones polivalentes piruvato, carbonato, citra­

to, y los agentes caotr6picos, a concentraciones por debajo da las que 

inducen la solubilizaci6n de la enzima (Tabla IV) tampoco son capeces 

de activarla. 

Por otro lado, se ha demostrado que el cianuro, a concentraciones 
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ADICION {l,CnVIDAD AGTIVIDAD RE.LATIVil 
r~at °Z/min/mg prot. DE SUCClNJUO 

OXIDABA. 

Ninguna 9.U 1.iJ 
KCfu: 
0~O1 mM 9 0 0 'I.U 
U.iD mi'l 8. '1 U.:I 
1.00 mM 6.3 0.7 

10.00 mM .J.8 0.4<:: 

labla 1. Efecto de la concentraci6n de ~CN sobre la actividaD 
de succinato-oxidasa en membranas t 3• 5 de ~. ~~. 

ACTIVIDAD ACTIVIDAD RELATIVI~ ADICION DE SDH:DCPIP-PMS 
ACEPTDR A ríCN 0.1 mM 

Antimicina 
0 .. 01 - 0.1 mM O O 

*HOQNO 
0.001-0.01 mM O u 

Rotemma 
0.005-0.01 mM O O 

Tabla 11. Efecto de inhibidores de cadena respiratoria sobre 
la actividad de succinato dashidroganasa en membra 
nas t 3• S" -

*HOQNO.- 2-heptil-4-hidroxiquinolina-N-6xido; afecta los 8i~ 
temas respiratorios bacterianos, inhibiendo la tran~ 
ferencia de electrones desde cit. b a cit. Cj o bien, 
previniendo la reducción del citocromo b. 
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Fig. 10. Km para KCN. Membranas asporulantes (edad t 3). 
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~Ñ~ en micro M 

Fig. 1'. GrAfica para calcular la Km para KCN de membranas esporulantes por el 
método de las dobles reciprocas. 
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SDH 

0.24 

LJ.2b 

0.,25 

0.27 

0.25 

0.22 

0.2'. 

0.23 

0.24 

0.33 

0.31 

0.27 

0.24 

0.28 

U.23 

% de 
Activa 
¡:;i6n-: 

o 

14.3 

o 
O 

O 

O 

o 

o 
27.3 

22.6 

11.1 

Anión 

Ae 
Ae 

Ae 

Ae 

Ae 

Ae 

Act. de % d~ 
SDH Actlva 

0.32 

0.24 

c:L6n. 

o 
25.0 

20.0 

25.0 

31.4 

O 

u 
0.27 11.1 

0.25 O 

0.24 O 

U.24 O 

0.24 O 

0.24 O 

0.24 

0.22 

0.24 

O .. 21::i 

o 
O 

O 

Tabla 111. Efecto de aniones monovalentes sobre la actividad 
de SDH de membranas esporulantes (edad t

3
•

5
). 

Loe ensayos se realizaron preincubando las membra 
nas con el ani6n correspondiente (8 le concentra= 
ci6n indicade) durante 3 minutaSe La adici6n de ~ 
KCN fue necesaria en todos los casos para demos­
trar la actividad. Nit = nitrato; Ac = acetato. 
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ADICION ACTIVIDAD ACTIVIDAD RELATIVA 
DE SDH A KCI\I 001 mM 

Ninguna O O 

KCN: 
0.1 mM 06 052 18 0 
1eD mM 0.060 1.15 

10.0 mM 0.030 0.57 

Na2CO;: 

0.1 a 10 mM [l O 

Citrato: 
0.1 a 10 mM O O 

Piruveto: 
0.1 a 10 mM O O 

Perclorato: 
0.1 a 10 mM O O 

Colato: 
0.1 mM O O 
1.0 mM 0.01 0.19 

10.0 mM 0.01 0.19 

Brij 36-T: 
0.1 mM 06 01 0.19 
1.0 mM 0.02 0.38 

10.0 mM 0.03 0.57 

Lauril 
sulfato: 

0.1 mM 0.07 0.34 
1.0 mM 0.12 2.30 

10.0 mM 0.18 36 46 

Tabla IV. Efecto de algunos aniones polivalentes 
y de algunos perturbadores de membrana 
sobre la SDH (membranas t).5" 
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e18vadas~ es capaz de solubilizBr a la SDH de las preparaciones de 00-

raz5n de ternera. por lo que se pens6 qua probablemente el efecto Bcti 

vador fueTa debido B esta capacidad solubilizente. Para verificar esta 

idea utilizamos diferentes detergentes: lauril sulfato, colato de so­

dio y Brij 36-T. Los resultados se muestran en la Tabla IV. Es eviden­

te que los detergentes son capaces de desenmascarar la actividad de la 

enzima p por lo tanto, el siguiente paso era comprobar si el cianuro, a 

las, concentraciones capaces de inducir la actividad de SDH. era capaz 

de disociar a la enzima de las membranas esporulantes. 

En la Tabla V9 comparamos el efecto solubilizante ejercido por el 

Brij 35-T, el cianuro y ,el perclorato de sodio. Los resultados muestran 

claramente que las concentraciones de cianuro necesarias para la acti­

vaci5n de la SDH en el ensayo de PMS no son capaces de solubilizar a -

la enzima como lo hace el 8rij 36-T. 

Par tanta, si el cianuro no act~a bloqueando e la cadena respira­

toria, ni solubilizando a la enzima, la pregunta que surge es ¿c5mo -­

lleva a cabo el cianuro este efecto activador7 En busca de una respue~ 

ta decidimos determinar algunas constantes cin§ticas de la 5DH de las 

membranas de c~lulas vegetativas y de las membranas de c~lulas esporu­

lantes, en su forma particulada (unida a las membranas) y en su forma 

soluble, en presencia y en ausencia de cianuro. 

Los experimentos realizados para la optimizaci6n del m§todo de s~ 

lubilizaci6n de la enzima S8 discutir~n en el punto n6mero 4$ 
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Tabla Ve Efecto del perclarato, del Brij 36-T del cianuro en la re 

soluci6n de la SDH:DCPIP oxicorradu~t88a de membranas aspo-

rulan tese (Edad 

% de Actividad Relativa de SDH 

Preim:ubación 

Control 

Perclorato de sodio 
850 m~l 

Brij 36-T 10 mM 

Cianuro 1.0 mM 

100 

93 

8.2 

100 

o 

0@74 

o 

Estimulaci6n de 
SDH particuladac 

o 

60 

100 

a Se resuspendieron las membranas en buffer Tris-Hel 50 mM. pH 7.4, Y 
se les adicion6 perclorato, Brij 36-T o cianuro, a las concentracio 
nes indicadas; la mezcla se incubó durante 15 minutos a 3D grados TI, 
se enfri6 en hiela y se centrifugó a 140,000 x 9 durante dos horas. 

b la actividad en el precipitado se determinÓ en presencia de cianuro 
0.1 mM. La actividad de los sobrenadantes no se modific6 significa­
tivamente por la adición ds cianuro~ 

e La tercera columna compara el efecto activador (relativo a KCN 1.0 
mM) de los dos perturbadores de membranas cuando se adicionan en el 
ensayo con membranas no tratadas. 
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a) f!li 6ptimo. Las figuras (12 Ij 13) representan las grlific:as de I/B 

loeidad (medida como cambio de absorbancia a 600 om) va pH de la SDH da 

las fases vegetativa Ij esporulante y reepeetivamente~ en su forma solu-­

bIs y particulada. Se obsrva que al pH 6ptimo de la enzima 8S 8.0 pera 

todos los casos. La adicitin de cianuro no modifica significativamente -

la actividad de la enzima veg8tativa~ mientras que esta adici5n es nace 

saria para demostrar la actividad de la enzima de la fase esporulante. 

Cabe hacer notar que la enzima soluble de la fasa esporulante es inde­

pendiente de la adición da cianuro, 88 decir no requiere dal cianuro -

para desenmascarar la actividad. 

b) Km par~ succinato.= En la Tabla VI se muestran las constantes -

de afinidad para succinato (Km) para las cuatro preparaciones de la en­

zima, que se obtuvieron por el método de Linsawe8ver-Burk. No se obser­

van diferencias significativas en estas oonstantes; el cianuro tampoco 

modifioa estas oonstantes a ninguna ooncentración de succinato •. 

c) Km para PMS.- En la determinaci5n de esta constante para la en­

zima particulada de las membranas esporulantes~ la adici5n de cianuro -

modifica considerablemente el valor de la Km (Tabla VI). En ausencia de 

cianuro la Km aparente es de 4.5mM, mientras que en presencia de cianu­

ro la Km aparente es 0.13 mM, lo que significa que el cianuro disminuye 

grandemente la afinidad de la enzima esporulante por el PM5¡ por otro -
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Enzima particulada 

Enzima soluble 

6 7 8 9 
pH 

Fig. 12. Efecto del pH sobre la SDH de la fase 
vegetativa, (Linea continua = buffer de 
fosfatos, linea punteada = buffer de Tris-Hel). 
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Hg. 13. Efecto del pH sobre la SDH de la fase 
esporulante. 
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lado, la Km de la enzima esporulante soluble es de 0.22 mM y no se mo 

difice significetivamente por la adición de cianuro. 

4. SOLUBILIZACION DE LA SUCCINATO DESHID~ DE MEMBRANAS DE 

g. CEREU5. 

En el presente trabajo requerimos extraer a la SDH de las membr~ 

naS para determinar sus constantes cin~ticas y su comportamiento fre~ 

te al cianuro; por otra parte, necesitamos solubilizarla para llevar 

a cabo su purificaci6n y m~s adelante realizar experimentos de recona 

tituoi6n. 

En la literatura se reportan diferentes métodos para la extrac@­

oi5n de la 5DH de coraz6n de ternera; con este fin se han utilizado -

diferentes agentes: butanol. acetona, cianuro a elevadas concentraci~ 

nes, agentes caotr6picos y detergentes 16nieos, entre otros p los Dua­

les reportan buenos resultados. En nuestro laboratorio utilizamos peE 

clorato de sodio. que es un agente eaotrfip:1.co; la metodología util:1.z~ 

da se detalla en el cap!tulo de materiales y métodos. El porcentaje -

de solubilizaci6n con este agente resultó ser poco satisfactorio para 

nuei3tra enzima. Los resultados se muestran en la Tabla VII. Se obsel:­

va que la recuperaci6n de la actividad en el sobrenadan te es casi nu­

la (0.66 y 0.62%); adem~s. la actividad de la enzima en el sedimento 

obtenido despu~s de la centrifugaci6n disminuye notablemente, recupe­

r~ndose ~nicamente el 40% de la actividad inicial, lo que sugiere que 

nuestra enzima es inactivada en presencia de perclorato. 
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Tabla VII. Efecto del perclorato de sodio sobre las membranas 
de.§.. ~. 

Prot. total Act. esp. a % de acto PreparacHín en mg total recuperada 

Membranas 
sin extraer 112.5 1445.6 100 

Sobrenado 
0.35 N 0.375 9.5 0.66 

---------~-" 

Sobrenado 
0.85 l'1 0.875 8.9 0.62 

Sedimento 104.8 578. :'1 40 

aAct • esp. en micromoles de DCPIP reducidos por mg prot. por hr. 

Tabla VIII. Efecto de los detergentes aobre las membranas de 
.§..~. 

Prot. total Act. esp. a % de acto Preparaci5n en rng total recuperada 

Membranas 
sin extraer 6.0 128.6 100 

Sobrenado 
DOC 0.75 % 0.75 22.8 13.3 

Sedimento 
DOC 0.75 % 5.06 30.8 73.3 

Sobrenado 
Brij 36-1 2.75 77.1 60.0 

Sedimento 
Bl'ij 36-T 4.20 58.5 45.5 
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En vista de que los resultados con al perclorato fueron deplora­

bles, intentamos la solubilizaci5n con desoxicolato de sodio. La Tabla 

VIII muestra 105 resultados, los cuales tampoco fueron satisfactorios, 

pues los porcentajes de solubilizaci5n nunca fueron superiores al 15%. 

La actividad de la enzima en al sedimento disminuyó tambi~n, probable­

mente debido a inactivaci6n durante la manipulsci5n. 

Finalmente utilizamos un detergente no i6nico, el Brij 36-T, con 

el cual obtuvimos buenos resultados (Tabla VIII). La enzima se disocie 

de las membranas en un 60%. Una vez obtenidos estos resultados decidi­

mos optimizer el m~todo de solubilizaci5n con este detergente. Para e­

llo determinamos que la concentración óptima de Brij 36-T en la solubl 

1izaci6n es de 0.3 % pare 7.5 mg de protelna. Concentraciones m~s ele­

vadas de detergente promueve la formaci6n de micalas que pueden sedi-­

mentar nuevamente, regresando la enzima a las membranas. La sonicación 

de la mezcla de membranas con el detergente durante 15 minutos favore­

ce grandemente la disociación; la incubaci6n de la mezcla a 40 C duran­

te 60 minutos tambi~n aumenta el porcentaje de solubilizaci6n. La enzi 

ma soluble se separa por centrifugaci6n a 140,000 x 9 durante dos ho­

ras. En el sobrenadante se encuentra el mayor porcentaje de actividad 

de SDH (60 6 BO %). La enzima soluble puede almacenarse en nitrógeno -

liquido durante varias semanas sin p~rdida apreciable de actividad. 



CAPITULO VI 

DISCUSION. 

Hemos caracterizado dos formas fisiológicas de la succinato de~ 

hidrogenasa de ~. ~: (1) la forma vegetativa que muestra alte ~ 

finidad por el PMS y que no ea afectada por la adición de cianuro, y 

(2) la forma esporulante, con baja afinidad por el PMS y que con la 

adición de cianuro revierte a la forma de alta afinidad. 

Con estos resultados hemos planteado una hipótesis que podr1a -

explicar el comportamiento de nuestra enzima durante el proceso de -

esporulación y el posible mecanismo de accibn del cianuro~ Durante -

la fase vegetativa la enzima presenta alta afinidad por el PMS y, a 

medida que avanza la esporulación, la enzima sufre una transición a­

lost~rica que la hace poco afin por el PMS. Este cambio de actividad 

puede ser revertido por el cianuro. Aparentemente el cianuro induce 

un cambio confDrmacional en la 5DH de la fase esporulante, aumentan­

do la afinidad por al PMS al mismo nivel de la SDH de la fase veget~ 

tiva. Esto es, el cianuro revierte la transición alost§rica (vegeta­

tiva-esporulante) regresando a la enzima a la conformación vegetati­

va que tiene alta afinidad por el PMS. Por otra parte, hemos encon­

trado que la enzima esporulante soluble tiene la conformaci6n de al­

ta afinidad por el PMS y que el cianuro no modifica esta afinidad; -

este hecho pOdr1a ser explicado si pensamos que durante la solubili· 

zaci6n probablemente el detergente revierte autom~ticamente la con­

formación de la enzima 6 la de alta afinidad. 
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Desde el punto de vista de la regulaci6n fisio16gica de la SDH du­

rante la esporulaci6n, en este momento solo podemos especular acerca de 

su significado. Pensamos que la transl.ci6n alostérica podr1a estar rBl~ 

cionada con el acoplamiento de la enzima al resto de la cadena respira­

toria con 10 cual la enzima estaria mejor adaptada para ceder los elec­

trones a la coenzima Q. Este juicio se apoya en el hecho de que durante 

la fase vegetativa el funcionamiento del ciclo de Krebs V el de la cade 

na respiratoria no son esenciales para el crecimiento. En cambio, duran 

te la esporulaci6n las v1as finales del metabólismo aerobio incrementan 

su actividad y son indispensables para completar la esporulaci6n. 

Estamos muy interesados en averiguar si la transici6n alostérj.ca -

es debida a un cambio en al ambiente hidrof6bico de la membrana, o si -

la enzima en si misma es la que sufre modificación. Por tanto, planea­

mos purificar la enzima de las fases vegetativa V esporulante para re­

constituir la enzima solubilizada da membranas esporulantes en membra­

naS vegetativas, cuya SDH haya sido previamente inactivada por trata-­

miento 810a1in0 9 y demostrar si por aste mecanismo la enzima esporu1an­

te revierte a la forma vegetativa; también planeamos reconstituir la en 

zima vegetativa soluble en membranas esporulantes inactivadas para ob~ 

servar su comportamiento en estas condiciones. 

En cuanto al sitio de acción del cianuro, aún no lo hemos dilucida 

do, pero es bien conocido que el cianuro tiene alta afinidad por los -

centros de Fe-5 de la 5DH. La 5DH presenta cuatro centros de Fe-S, dos 

de ell05 involucrados en la reección del PM5 y dos dudosos, pero es p~ 
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sibls que el cianuro 8e una a ellos para activar a la enzima. En nUBS 

tros pr6ximos experimentos planeamos utilizar cianuro radiaotivo para 

demostrar si en efecto este se une a nuestra enzima. 
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