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INTRODUCCION.

Durante el proceso de esporulacifin en las especies de Hacillus,
existe una secuencis de eventos bioguimicos bien definida, gue puede
ser correlacionada a los cambiocs morfolfgiecps. Se lleven a cabo gran
des fluctuaciones en los niveles enziméiicos; alogunas enzimas son in
ducidas, mientras otras disminuyen su asctividad, La importancia del
ciclo de Krebs durante lz esporulacifn hz sido demostrada, tanto por
la elevacifin de sus actividades enzim&iicas hacia el final del creci
miento logaritmico, como por el carfcter asporogénico de los mutan-
tes deficientes en unz o més de las enzimas del ciclo (1),

La succinato deshidrogenasa (5DH) es de particular interés por
encontrarse asociada al ciclo de Krebs, formando fumarato, asi como
por su papel de enzima respiratoria, proveyendo electrones a la cade
na respiratoria, y asf, enerpia para la formacifn y maduracifn de la
forespora. La oxidacifin del succinato est& ligads a esta flavoprotei
na especi{fica, cuya actividad puede ser medida como oxidasa, utili-
zando al oxigeno como aceptor final de electrones, o bien, como oxi-
dorreductasa, utilizendo al metasulfatc de fenazina (PME) como aca-
rreador de electrones y al dicloreofenolindofennl (DCPIP) como acep-
tor terminal,

La actividad de la oxidorresductasa sufre cambios considerables
durante el crecimiento y la esporulacifin de B. gereus. Durante la fa

se vegetativa la enzima presenta el miximo de actividad; una vez fue



se inicia la esporulacifn ls actividad disminuye répidamente y desaps
rece por completo a las tres horas de haber comenzado el procesc. Por
otro lado, si 21 ensayc de succinato-PMS se lievs a cabo en presencis
de cianuro ls actividad puede detectarse en cuselguier estadio.

Los efectns promovidos por el cisnuro sobre ls SDH de diferentes
preparaciones han sido ampliamente estudiados. Se ha reportado (Z2a,3a)
gue el cianuro a elevedas concentraciones es capsez de inactivar a la
SDH de corazfn de ternera {(preparacifin Keilin-Hariree); Giuditta vy -
Singer (3a) mostraron que, utilizando al PMS como aceptor de electro-
nes, el cianure fnicsmente inactivsha a la 5DH unida a la membrana, -
pers no afectabas la actividad de la snzims soluble. Estos autores su-
girieron que las preparaciones particuladas presentan des sitios de -
reaccifin para el PMS, uno que es insensible sl cianuro, como el de -
las preparaciones de SOH soluble, y otro que es répidamente inactiva-
do por el cianurg. Ambos sitios contribuyen de igual manera a la acti
vidad de las preparaciones no tratadas. En otros trabajos, realizados
por Wilson and King (Lka) se demostr§ que las preparaciones de Keilin-
Hartree tratadas con cianurc carscian de ls actividad de SDH; los au-
tores concluyeron que la accifin del cianurc era desestsbilizar los eﬁ
laces formados entre la flavoproteina v la cadena respiratoria; esta
conclusifin fue confirmada por Wu y ¥ing (5a), guienes demostraron oue
el tratamiento con cisnuro induce la resolucibn de 1z SDH de las mem-
branas.

Con respecto & lz accifn del cisnuro sobre la SDH de cflulas bac



terianas se han obtenido resultados muy diferentes. Lang v cols. (6a8)
reportaron gue el cianurc no solamente era incapaz de inactivar 2 lag -
enzima, sinog gue ademfs, en las membranas obienidas de c8lulas esporu-
lantes era necesaris la adicifn de cisnuro para demostrar la actividad
de SDH en el ensayo de succinato-PMS, Por otro lado, se encontrf que -
la actividad de SDH de las membranas obtenidas de cé@lulas vegetativas
podfia ser medida en susencias de cianuro y gue ls inclusifin de cianuro
en el ensayo no mpdificaba 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 B. cereus
de la fase vegetativa vy de la fase esporulante por su diferente compor
temiento frente al cianurc en el emsays de succinato-PMS: mientras que
las membranas esporulantes dependen de la adicibn de cianurc para dg--
mostrar su actividad, las membranas vegetativas son independientes de
esta adicibn, Pars explicar este efecto activador del cianuroc Lang v =
cols. sugirieron gue en las membranas vegetativas la S5DH no est8 total
mente asociada a la cadena respiratoria y por loc tanto el PMS compite -
con el oxigeno por los electrones, mientras gue en las membranas esporu
lantes la SDH estd totalmente acoplada a ls cadena respiratoria, por lo
que es necesario bloguear a la citocromo oxidasa para cbligar a los e-
lectrones a fluir en el sentide del PMS, Es bien conocida la sccibn del
cianuro como inhibidor de la citocromo oxidasa,

t.os resultados obtenidos en nuestre laborstorin sugieren que el -

efecto del cianuro no es debido a3 su accifn como inhibidor de la cito-



cromo oxidasa, ya gue encontramos gue la concentracifén de clanuro nece
saria para inhibirla es 40 veces mayor gue la concentracién de cianurc
necesaria para causar la estimulacibn de la SDH esporulante en el ensa
yo de succinato-PM5. Para descartar definitivamente a la cadena respi-
_ratoria como el posible sitioc de acciofi del cisnuro probemos ademés o-
tros inhibidores del transporte de electrones y ninguno de ellos mostrd
efecto activedor sobre la enzima.

Analizamos entonces las caracteristicas del cianuro para dilucidar
su posible mecanismo de accifin. Como el cianurc es un anifin, ensayamos
diferentes aniones orgénicos e inorgénicos y ninguno de ellos mostrd g
fecto activador.

Se ha reportado gue el cianuro a elevadas concentraciones es capaz
de inducir la resolucifin de la SDH de corszfn de termera, por 1o que =
decidimos probar el efecto de diferentes perturbadores de membrana. En
contramos gue algunos detergentes son capaces de desenmascarar la acti
vidad de la SDH de membranas esporulantes, Estos resultados sugerian -
que el pesible efecto activador del cianurp era debido a su accifin solu
bilizante., 5in embargo, encontramos gque a2 las concentraciones de cianu
ro requeridas para la activacifin de la enzima no se llevaba & cabo la
resglucifn de la misma,

Determinamos entonces algunas constantes cinéticas de la SDH tan-
to de membranas vegetativas como de membranas esporulantes en su Forma
soluble y en su forma unida a ls membrana, en presencia y en ausencia

de cianurc. De estos ensayos (nicamente la determinacién de la constan



te de Michelis para PM5 wostrf resultados sobresalientes, En susencia de
cianuro la S50H de membranss esporulantes muestra muy poca efinidad por -
el PM8, mientras que en presencis de clsnhuro setes afinidad aumenta consi
derablemente (unas 35 veces). Este cambio de afinidad promovidc por sl -
cilanuro no se lleva a cabo con la SDH de mambranas vegetativas, tanio en
su forma soluble como en su forma particulada, y tampoce se manifissta -
en la 9DH esporulante una vez gque ha sido disociada de lss membranas, es
decir, la enzima esporulante en su forma soluble pierde su dependencia -
por el cianurc.

Estos resultados sugieren gue el efecto activador del cianuro es de
bido a gue su sitio de sccifin se encuentrs muy cerca de la enzima o en <
la oxidorreductassa misma. En la discusibn de este trabajo proponemos al-

gunas hipb6tesis gue podrisn explicar el efecto del cianurc.



CAPITULL I

ESPORULACION.,

Muchas especies bacterianas de los gBneros Bacillus, Clostridium v

Sporasarcing tienen la capacidad, bajo condiciones detsrminadas, de lle
var a cabo una serie de cambios bioguimicos, fisiolfigicos vy morfolBgie-
cos gue conducen a la formacifin de estructuras letentes, oue se conocen
come endosporas. Al final del crecimientoc, las cBlulas vegetativas de -
estas bacterias se transforman en esporas a través de une secuencia or-
denada de etapas morfogenfticas (fenfmeno conocido como esporulacifin).

Cuando las condicisnes ambientales son favorables, unz cBluls vepetati-

va primaria emerge de la espara en pocos minutcs (germinacifn).

ESPORDOGENESIS

CEL, UEGETAT§\§\\__~_A_’/// ESPORA
GERMINACION

La espore difiere genftica, fisiolBgics v blogifmicamente de la c

lula vegetativa que le dif origen.

MDRFOLOGIA DE LA ESPORULACION.

De acuerde con Fitz-James v E. Young (2), al final de la fase expg
nencial del crecimiento, las bacieries esporulantes tienen las condicip
nes ambientales y la capacidad genftica adecusdas para llevar s cabo la

esporulacifin. En lugar de dividirse, cada clula producir uma sspora -

intracelular (endospora) en un lapso aproximado de ocho a diez horas.
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La secuencis de ceombios morfolfgicos gue conduce 2 la formacibn -
de lz espors, ha sido dilucidads mediante microscopis slectrfnica y es

similar en todas las especies de Bascillius vy Clostridiume. Este proceso

sg ha dividido =n siete ebapas caracteristicss, representades por nime
ros romanoe (Fig.1). Las bacterias en crecimienito {eiaps vegetativa) -
se designa como estadio O.

El estadio I se caracterizs por la condensacifin de los dos nficleos
de 1z c8&lula vegetativa para formar un Filamento axizl de cromating, -
parte del cual es destinadc a 1= espora. Esta etaps e5 seguids por el
crecimients g invaginacibn de 1z membranz en uno de los polos de la cg
luls, para formar sl septc esporanglal que delimita dos compartimiene
toss (a) el de ls c8luls madre, que ocups dos terceras partes del volu
men total del esporanglo, v (B) el de la forespora o prespora, gue ocu
pa el volumen restante (estadic II); durante este evento se inicla ls
sintesis de un péptidoglicano paras asegurar la formacifin del septo; u~
na vez gue Bste se ha Tormads, el péptidoglicanc es digerido vy la bac~
teria procede al estadioc III, en 21 cual; el crecimients continuo de -
la membrana conduce al englobamiento de la prespora, forméndose un pro
toplasto rodeado por dos membranas. E1 estadio IV marca el inicic de -
ia formacifn y depfsitoc de la corteza entre las dos membranas del pro-
toplasto. La cortezs es un componente especifico de la espora, desapa-
rece duranie lz germinacifn y no se encuentra en las c@lulas vegetati-

vas, Existen algunas prushas de que en la corieza se depositan &oide -
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dipicolinico (DPA), polimeros de péptidoglicens v calcio. Este evento
es seguidc de La terminacifn de las cubieriss de proteins de la espo-
Ta, la scumulacifn de DPA, 1z incorporacifin de calcio v ls termorrg--
sistencia de la espora (V). Ls sparicifin de la espors madurs dentro -
del esporangic representa el estadio VI. Finalments, la espors es li-

herada por enzimas 1iticas (VII).

ESTRUCTURA DE LA ESPORA BACTERIANA.

La espora bacteriana estf formada por diferentes capas (Fig.2).
Le capa mhs externa gque rodes s la espora,; llamads exosporic, es una
capa delgada situada por afuera de la cubiertz de la espora; presenta
una estructura ordenada, con fragmentos hexasgonales gue le2 dan un as-
pecto de configuracifn cristalina. Por debajc del exosporio se encuen
tra una capa multilamelar, gue estf constitufds por un 90% de protef-
nde Por debajo de esta capa ss encuentra une membrana delgada que se-
para a la cublerta de la corteza de la espora, es un frea de baje den
sidad electrfinice gue ocups aproximadamente la mitad del volumen de -
la espora. La corteza se encuentra separada del citoplasma de la espg
ra por una membrana. Las estructuras internas son similares a las de

la célula vegetativa,

INDUCCION DE LA ESPORULACION.

De acuerds con lo reportads per V.Vinter (2), la esporulacifn no
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Germinacibn Divisibn

Fige 1. Ciclo vital de una bacteria esporulente y
gstadins merfolfigicos.



= B o=

gs un evento obligads en el ciclo de desarrollo de las bacterias espo
rulantes, sino gue s el resultedo de las condiciones smbientales. La
formacifin de la espora normalmente se inicis une vez oue se detiene -
el crecimiento exponencial por agotamiento de leos nutrientes de rfpi-
da utilizacifin en el medic,

La induccifin de la esporulacifn puede llevarse a cabo por dos ca
minos:

1) Macrociclo.- Cuandg las cBlulas esporulan despufs de una Sg--
rie de divisiones celulares.

2) Microcicloe- Cuando la esporulacifin ocurre en la ofluls primg
rias, e8 decir, en la cBlula originada de la germinacifin de la espora,
sin pasar por el estadio de divisifin celular,

Existen condiciones fiptimes de esporogfnesis psra cadas especie,
que involucran diferentes fTactores como pH, sereacifn, temperature, =
nutrientes y cationes presentes en el medic, En medic 1liguido la espo
rulacifingenerslmente se inicia por el sgotamiento de las fuentes de -
carbono y de nitrfBgens, vy algunas veces por el agobtamiento del fosfa-
t0, Se utilizan dos métodos para inducir la esporulacifn: (1) el méio
da'par agntamiemtﬁgren 2l cual las bacterias crecen en el medio, utie
lizan los nutrientes esenciales y despufs esporulsn. La eficiencis de
la esporulacifin y el grado de sincronia cbitenidos dependen del medio
utilizado. (2) El segundo, es el méitods por reemplazo, en el cusl las

bacterias gue estfn creciendo exponencialmente en un medio rice som -
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transferidas a un medio pobre. Este mBtode proporsions un punto més cla
ro de la iniciscifin de la ssporulacién vy una mejor sincronfa.

La forma como influyen en el metabolismo de la cfluls vegebtativa =
los factores antes mencionados no ha sido totalmente dilucidada, pero -
pueden hacerse algunas generalizaciones: la esporogbnesis esié fusrie-
mente influfde por la presencis de fuentes de carbono v de nitrfoenc a-
provechables; la presencia de compuestos de nitrfigeno metabolizables ge
neralmente reprime la esporulacifin, y en combinacifin con la glucosa, eg
ta represifin ez mAs efectiva. En general, las fuentes de carbono gque =-

" son répidamente metsbolizables favorecen el crecimiento vegetative, -
mientras que aquellas gue son meisbolizadas mis lentamente favorecen -

la esporulacifn.

CAMBIOS METABOLICOS Y BIOQUIMIEOS ASOCIADOS CON LA ESPORULACION.

El patrfn metabflico de la cBlula va cambiando a medida que las =
fuentes de carbono vy de energis del medio se van agotando. Durante el =
crecimiento vegetativo en presencia de glucosa, el pH del medio disminug
ye dristicamente (hasta valores de 5.2 a 5.5) por acumulacifn de los -
productos metabflicos intermediarios, principalmente fcidos orglnicos -
como pirfivico, lBctico vy ac€tico. Esta disminucibn en el pH coincide -
con la iniciacifn de la esporulacifin y,con €sta, la utilizacifin de los
fcidos orgénicos, 1o que conduce a wna elsvacifin del pH. Sin embargo,

el cambip en el pH del medis no es indeispensable para laz esporulacifin,



ya que los organismos gue crecen en extracis de levadurs o en glutama=
to no llevan a cabo sste cambio en el pH vy esporulan normalmenig. La -
actividad de algunas enzimas vegetativas disminuye (isocitrate deshi--
grogenasa, lisinas descerboxilssa, etec.), mientras que la activided de
ptras aumenta (enzimas del ciclo de Wrebs, proteasas, enzimaes 1iticas
de la pared, etc.). Adem@s, ss induce la sintesis de nueves enzimas ng
gesarias pare la formacifn de ssporas. Los trabajos realizados por Hal
varson y Murrell (2) sefialan gue los cambios enzimfticos gue tienen lu
gar durante la esporulacifin pueden ser tanto cualitativos como cuanti-
tativos (Fige3). Durante la etapaz vegetativa las cBlulas contienen las
enzimas necesarias pars un crecimients normal. AL tiempo ta* se inicis
la esporulacifing las proteasas, los sistemas de antibifiticos y de 1li-
gis de la pared se inducen (circulos abiertos), mientras gue muchas en
zimas de laz cBlulas vegetativa disminuyer su actividad., Este decremento
puede ser de dos tipos: el primero aparentemente involucre la inactiva
cifin de enzimas (trifngulos cerrados) como lisina descarboxilasa, iso-
citrate deshidrogenasa, treoninaz deshidratesa y fosfofructocinasa (PFK).
El segundo tipo incluye las enzimas que disminuyen su actividad lenta-
mente o permansgcen constentes durante le esporulacifin (trifingulos abier
t08).

En los tiempos %, & tM muychas otras enzimes aparecen en las c@lu
las esporulantes, La fase temprana (t1 a tg) incluye algunas enzimas =

del ciclo de Krebs v enzimas gue oxidan Acidos. Ls Tase tardia by a ty)
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incluye muchas de las enzimas vesponsables de iz sintesis de los compg
nentss de la espora, Como DPR. Finalmente aparece el esporsngic, seis
horas despufs de que cesa el crecimiento.

Las actividades bioguimices que aperecen durante la esporulacifn
pusden ser necesariams y especificas pera el process, o pueden no serlo,
Estas gotividades pueden dividirse en las siguientes cetegorias:

1) Aparicifin de componenies gue no se encuenbran durente el crecimien-
toy sino que solo se encuentran en las cBlulas esporulanies y gue, aps
rentemente, son necesarias pars le formacifn de ls espora, por ejemplo
el pBptidoglicanc de la cortezs v las protefnas de 1= cubiertz ds la -
2EP0TE.

2) Cambios en las funciones vegetativas gue son necessrios para la es-
porulacifin, Un ejemplo podriz ser el increments en ls actividad de las
enzimas del ciclo de Wrebs: en las cBlulas vegetatives de algunas sspe
cvies de Baeillus, que crecen en un medio con glucoss, las enzimas de -
este ciclo estén reprimidas y, por lo tanto, no son funoionales. La ag
tivacifn (desrepresifin) de estas enzimas es indispensable pars que se
lleve a cabo la esporulacifin: esto indice gue la esporulacifin requiere
de 1z energfa e intermedisrios del ciclo de Krebes para la sintesis de
los componentes espec{ficos de ls espora; una vez sintetizada la espo-
ra, Bste ya no requiere del funciomamiento del ciclo, lo que se demues
tra liberando la espora del esporangio; las enzimas del clclo permane-

cen en el esporangio y no se incorporan a la espora.
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3) Efectos laterales inducidos por la secuencia primaria de eventos du-
rante ls esporulacifing perc gque no intervienen direciesmente en sl procg
80, por ejempiap‘el ingremenio de las proteasse durante los sstadios «-
tempranos de la esporulscifin.

4y Cambios producidos por la disminucifin de los nubrientes, condicifn -

&

en la gue se induce la esporulacifing pero gue no estén coneciados con

Esta, por ejempls, el incremento em la actividad de alfe-amilasa y de
Arginasde

5) La aparicifin de componentes gue pueden ser regueridos durante la gep
minacifin de ls espora madurs, pero gqus no intervisnen en la formecifin -
de la misma, por ejemplo, la zparicilin de alsnina deshidrogenasas.

El sstudic de mukantes (2), ha side muy A%il en la clasificacifin -
dg estos eventos, en cualouiera de las cebegorfas mencionasdes. Las muta
cipnes en los evéntas no necesarios no afectan la esporulacifing las mu=
taciones en los eventos necesarios s{ la afectan y, las mubaciones en =
los eventos especificos de iz esporulacifin no afectan sl crecimiento ve

getativo.

REGULACION FISIOLBGEICA DE LA ESPORULACION.

Durante la esporulacifin bacteriana el metabolismo cambie dréstica-
mente. £1 crecimiento se detiene; en general =sumentz el racembio, v el
flujo de los compuestos de carbono cambiz en todos los casos. Por ejem-

plo, la fuente de cerbono, glucocsa, se termina al final del crecimiento
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v las cBlulas cambian su metaboliemo de glucflisis-hiosintesis a gluco-
neocgfnesis y oxidecifin de &cidos. Es probablz que sl nivel ds ATP sea -
bajo durante la esporulacifin, por lo gue, energbticasmente, las c&lulas
pueden ponsiderarse al margen de ls inanicifine

Los mecanismos involucrados en la regulseibn de la ssporulacifin =
san, principalmente, la represifn de 1a sintesis de enzimas, la induc-
cifn v represibn por catabolitos y lz inhibicifn por retraalimentaciﬁns

1o Represifine- La represifin de 12 sintesis de enzimas es de gran -
utilidad a la economfa de ls oBlula. Ls represifin pueds evitar la sinte
gis de enzimas gque no se requieren, y de esta maners, aliviar los requs
rimientos energBticos de la cBlulas

2. Induccifn y represifin par catabolitos.- Para gue exista repre-
sifin por catabolitos se reguiere una acumulscifn de los mismos a partir
de glucosa y, =zdemfs, una concentracifin elevada de moléoulas de alts e-
nergia. EL uso de esta mecanismo des conirol coincide con los detos que
se %ienen del control des la esporulacifn (2). De esta forma, cuando se
agotan los nutrientes del medis, =1 sonirol por reprasifin por cataboli-
tos cesa y las enzimas especificas de la esporulacifin pueden ser induci
dase

3, Inhibicifin por retroalimentaciln.- Se sabe gque ls poza de algu-
nos metabolitos aumenta despufs que ﬁa finslizado el crecimiento, pero
las razones de esto no han sido dilucidadas, El crecimienio se detiene

por el agotamiento de los nutrientes y esto deberfs redundar en 1z dis
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minucifn de la poza. Sin embarge, se ssbe gue las hidrolasas se incre-
mentan en este momento, por 1o gque se oree que la poze aumenta come res
pugata a un incremento en el recambio de los polimerss celulsres. Esto
podris tener el siguiente efscto: el incremento en la concentracifin ce-
lular de aminofcidos y nucleftidos para reprimiz la formecifin de enzi-

mas biosintBticas e inhibir, por tanto, la sintesis subsecuente de sus

productos finsles por retroslimentacién, permitirfa =z ls célula conse-
trufr 1z espora utilizendo las enzimas inducides necesariss adembs de -
las enzimas no inhibidas ya existentes en la cBlula en cracimiento, EL
principal beneficio de la cfluls esporulante serfz un eficiente uso de
1z energia total de la cBlula.

Las enzimas mlostéricas tienen ademfs otras ventajas durante la eg
porulacifn, La actividad basal de muchas de las enzimas del metabulismo
de carbohidratos es afectads por metabolitos gue no son estrictamente -
los productos finales, pero oue reflejan el estado energéiice de la cf-
lula, Un ejemplo de este tipo ss ls PFK, que es inhibida por el ATP, La
regulacifn de la glucBlisis v lz gluconeogBnesis depende de las reaccio
nes gue producen energfa. Los bacilos gue esporulan en un medio minimo
pueden llevar a cabo un control alostérico especifico oue permite la -
sintesis de aminoazficares (para la corteza) en las cBlulas que se en--
cugntran en inanicibn.

Se ha encontrado, ademfs, oirc tipo de inhibicifn gue no es debida

al fenfimenc de retroalimentacifin. Algunas enzimas bissintticas disminu



PEN
o

yern dristicamente su actividet cusndo los medaboiifos siguen el rever-
so de la via, Este fenfmenc se ha observade finicamente en levaduras v
bacilos. La PFB es una de esias enzimas estudiadas, Durante el creci-

miento ern presencia de glucoss se ragquiere de PFH, gque se encuenira en

[

su forma active vy puede ser inhibids por ATF. ba gluchlisis se lleva a
cabo a la velocidad que requiers la cBlula, v 21 control de la vias es
similar al de cualguier otre c@lula. 8in embarge, al inicio de la espo
rulacifin ls actividad de la PFK disminuye variass veces y esto ocurre -
simulténeamente a la disminucifin de ATP de la poza celular. Esto sugie
re gue la ectivided de PFK se pierde por otro mecanismo diferente al -
de retroalimentacifin, y a una velocidad muche mayor gue ls esperada =-
por 21 recambio de protefnas. Unz hipftesis de trabaje podris ser ls =
transicifn alostfrica controloda por un wmebebolito, gque podrisa fluctuar
como respuesta a las necesidades del metabolismo esporulante,

MBs adelante se verf gue lz enzima nue estudismos en estes tesis,
la succinato deshidrogenasa, parece obedecer s un mesanismo de regula-
cifn de este tipo.

Los mecanismos mencionados son suficientes pare proveer el control

fisiolfgico necesario para la esporulacifin, pero pusden existir otros.

PRODUCTOS ESPECIFICOS DE LA ESPORULACION.

Algunos productos cambian cuantitativamente durante la esporulae-

cibn y oiros aparecen de novo. Solamente se mencionarn algunos produc



tos que esthn relacionados a los mecanismos de control.
Antibiéticos.~ Algunas especies de bacilos producen sntibifticos -
gue son liberados al wedic despufs de que finalizs el crecimiento, Se =

han encontrado tres antibifticos en los filtrados crudos de cultivos ms

porulantes de B. subtilis, considerfndose la posibilidad de gue una de

estes substancias sg reguiers para iniciar la esporulacifin,

Acido dipicolinico.- E1 DPA no se encuentrs en las cBlula vegetati
vas de los bacilos, pero constifuye del 5 al 15% del pesc seco de la eg
pora. La sinfesis de este componente ocurre tardiemente durante la espo
rulacifn. Se han obtenido mutantes gque carecen de DPA, capaces de for-
mar esporas bermorresistenies, pero incapaces de retener su estado de -
latencia; su germinacibn ez defectuosas, por lo gue se cree gue 8l DPA =
se requisre pars esie proceso,

Factores.~ S5e ha esncontrade un factor llamado Yesporogbnico” en =
los cultivos de B. gersus, que esté presente en ls fraccifn no protefni
ta. 5e cree cque esta substsncis endfgena especifics tiene actividad de
tipo hormonal. Este fector se ha ensayado con cBlulas destinadas 2 li-
sarse; despufs de la adicifn del factor esporogfnico, se evita la lisis
vy se lleva & cabo la esporulacifin, S5in embargo, este factor esporogfni-
co no juega un papel primaric en los cultivos gue esporulan normalmente
y es posible gue ssta actividad sea secundaria.

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

cabo durante la esporulascifin de bacilos aerobios.
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TRANSFORMACION DE ESPORAS EN CELULAS VEGETATIVAS.

Una espora puede permsnecer en estado de latencis duranie mucho -
tiempo vy, en condiciones adecuadss, es capaz de transformarse nuevamen
te en una cBlula vegetativa. Este procesoc se lleva a cabo sn tres eta-
pas:

1e Activacifin.- Capacita a ls espora a germinar cuando las condi-
cionzs embientalss son favorables. Es un procesoc reversible gue puede
efectuarse por tratamiento con agentes reductores o por exposicifn a -
pH bajos.

2. Germinacifin.~- Es un procese irreversible gue conduce a la per=-
dida de todas las caracterfisticas tipicas de la espora; ss lleva s ca=-
bo en pocos minutos, una vez gue las esporas han sido activadas. Se a-
compafia del hinchamients y rupturs de la cublier$s de la espora, con la
consecuente pérdida de la resistencia a tempesratura y solventes, de la
refractilidad, de la liberacifn de los componentes de ls espora y de -
un incremento en ls actividad metabBlica. El proceso globasl es degrada
tivo, y no se llevan a cabo iz sintesis de proteinas ni de Scidas nu-
cleicos, por lo gue las enzimas involucradas en este procesc ya S8 Bn-
cuentran listas en la espors.

3, Expansifin,- La germinacibn es seguida por un periodo de gran -
actividad biosintética, llamado expansifin, en el cual son sintetizadas
las protefnas vy las estructuras tipicas de la cBlula vegetativa, gue -

transforman a la espora en una nueva cBlula vegetativa,



CAPITULDO XX

SUCCINATO DESHIDROGENASE.

La succinato deshidrogensse (5DH) ha sido obtenida de diferentes
fuentes: corazfn de cerds o de ternera, bacilos,algas y levaduras, en
tre otras, pero las mis estudiadas, de donde se ha obienido la mayor
informacibn acerca de su estruciura v propiedades, son las preparacig
nes de SDH de corazbn de cerds o de ternera (preparaciones Keilin-Har
tree), Los datos gue se presentan a continuacifin proviemen principale
mente de estudios realizados en sstas preparaciones, y que fueron re-

copilados por Singer y cols. sn una megnifica revisifin (1a).

ESTRUCTURA ¥ PESD MOLECULAR.

a) Composicifin.~ La 5D0H es una flavoproteina. Sus constituyentes
no protefnicos son hierrc no hémico, azufre y una flavina unida cova=
lentemente & la cadens polipeptidica. Existen ocho &tomos gramo de -~
hierro no h8mico y de azufre por mol de flavine covaslentemente unida.

b) Subunidadegs.~ La 5DH puede separarse an dos subunidades cata=
ifticamente inactivas, mediante congelamiento y descongelamiento en -
presencia de tricloroacetato de sodio v por elsctroforesis en gel de
SDS=poliacrilamida. Una subunidad tiene un peso molecular de 70,000 -
y flavina=hierrg=gzzufre en unag relacifn molar 1:h:k, Le segunda subu-
nidad contiene hierro y azufre, peroc no contiene flaving, vy su peso =

molecular es de 27,000 a 30,000 aproximadamente, Comoc la flavina se =
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encuanira en la subunidad de 70,000, es obvio gue este componente de
lz enzima es esencial para la actividad catalftica, perc no se ha dg
mostrado si el sitioc de unifin 2l sustrabo se encuentrs tambifn en es
ta subunided, Lss posibles funciones de la subunidsd mhs pequefia son
la presencia del sitic de unifin al sustrato, el transporte de eleCe-
trones a la coenzima § (Co@), una Tuncifin compatible can su alto con
tenido de hisrro-azufre, y la regulacidn.

c) Pesg Molecular.- 58 han reporiado diferentes pesss molecula-
res para la enzima, gque varfan en un rango de 97,000 a 200,000, Es=w
t0s datos se hanm analizado v se ha llegedo a 1z conclusién de que la
enzimae s€ asocia en dimeros; la enzimg monomérica, gue contiene una
subunidad de pesc molecular 70,000 v una de 30,000, se encuenira en
equilibrie dinfmico con un dimers, v s medide gue la concentracifn -
de enzima aumenta, el equilibric se desplsza haciz lz formacibn del

dimero,.

d) Estructurs de la flavina cgvalentemente unids.- La digestifin

de la enzima sltemente purificads, con tripsine y guimisetripasina, 1i
bera a la flavina en Forma de pfptidos de flavina. Este pBptido esth
unido al anillo de isoaloxazina del FAD en la posicifin 8; el aminof=

cido inmediatamente unido al grups alfe-metilo es la histidina,




PARAMETRUS MOLECULARES,

Remccifin con cisnurp.- En 1951 se reportf oue las preparaciones -

de SDH ingubades son clanurc se inectivaban gradusimente. Posteriormen
e se investiol este efecioc con oran deislls, los resulitados encontra-
dos fueron: (1) en las preparacionss splubles, sl cianurso no causaba -
inactivacifin, aungue la enzima incorporaba cisnurng (2) en las prepara
ciones particuladas, la reaccifin con colorantes, gue probablemente no
interactuaban directamente con la flavoproteinz {(azul de metilenn), e-
ra abolida completamente por sl cienurn, pero solamente el 50% de la -
actividad de 1z succinato:PMS Gxidorreductass era sensible a cisnuro;
ademfs de la pérdida de actividad (medida como Umax), el cianure aumen
taba la ¥m para el acepior de slectrones (PMS), misntras que ls Wm pa=
ra succinato no cambieba; (&) la velocidad de inactivacifn de la deshi
drogenasa era pH dependiente.

Estas observaciones se interpretaron como cambiss conformaciona--
les lentos, a consecuencis de la combinaciBn del cianurc con un Qrupo
oxidada de la enzima, cambips que conducen inicizimente a una pérdida
reversible de la afinidad por los colorantes v eventualmenie a una pér
dide de la actividad, 5e pensf que lz slieracifin conformacional involy
creba regiones de la molécula relacionadas al transporte de electrones
a ciertos colorantes y a la cadena respiratoria, y no al sitic de unifn
con sl sustratao,

Otrz posibilidad era gue el componente de laz enzima que se une sl



cianuro y gue inicis el proceso de inactivacifin
Esta idea se fundamentf en
preparaciones particuladas contienen uniones ds
actividad succineto:PMZ ez sensible al cianuro.
especulado sobre 1la existencis de dos sitios
la enzima, uno de los cuales se destruye por

ro de la enzima particulads, misntras gue en

los efectos solubiliz

es el hierro no hémico.
antes del clsnuro; las
Fe-8, vy la mitad de la
DCon estos datos se has

reaccifin para PMS en =
tratamiento con cianu~

soluble no es funcige-

nal.

PROPIEDADES REGULATORIAS,

a) Activecifin por substrates y por inhibidores competifivos.- Se
ha reportado que la actividad de las prégsrasianes purificadas de la -
enzima soluble ®s mayor en buffer de fosfatos gue en otros buffers; ss
te efecto activador de los fosfatos puede ser debido a su capacidad pa
ra combinarse con el sitioc de unifin del substrato, ya gue los substra-
tos (succinato y fumarato} v los inhibidores competitivos activan de u
na manera similar & la enzimas. Mientras menor sesz el valor de la cons-
tante de Michaslis (¥m) o de la constanie de imhibicifn (HI} para un =
substrato (excepto fumaraits) o para un inhibidor, més eficiente serf§ -
sy efecto como activador; & concentracifin infinits de ceda activador -
se observa el mismo grade de =scitivecibn. La activacifin sigue una ciné-

tica de primer orden con energiz de activacifin muy elevada (33 a 36 ==

¥cal/mol) lo gue sugiere un cambio conformacional en 1z enzima, gue --
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probablemente involucre a los centros de Fe-E de la misma.

Se ha demostrasdo gue ism sctivacifin gs reversible si se eliminag al
agenie activador. Se ha postulado un eguilibric libre entre lz enzims
desactivada (EI} v su formz activadsz (EA>§ iz cusl ss estabilizadas por
2l activeder (o).

Ep o> Eglir £y

Como la concentraciBn de succinato *im situ®, en les diferentes -
estados metebfilicos no es lo suficientemente grande para producir cam-
bigs =n el estade de activacifin de la snzima, s= desconoce afin comg o=

peraria este tipo de control.

B) Activacifin por ccenzima § reducida.- Se ha demosirado gue las

propiedades cinticas de la SDH dependen de lz presencia de Goll normal
en lss preparaciones particulades. Este hecho suglere gue la Col modu-
la de alguna maners la actividsd de 1z 5DH.

La Col} reducids (EQQHZ} induce la activacifn de la enzima. La adi
cifin de NADH a las preparaciones particuladss gue contiensn la enzima
desactivada en un 80 8 90% induce su activacifn gradusl. Sin embargo,
si se suprime la Coll a las membranas itratadas con NADH; no ocurre actl
vacifin de 8DH; la activacifin se induce nuevamente si se restaura la ~-
CoQ original. La EDQHZ protege = la 5DH de la inactivacifn por cianuraog
lo mismo sucede con el succinato y oiros reductores no especificos de
la enzima, Tambifn se ha encontrado gue ls Coll oxidads no induce la ac

tivacifin, De acuerdo con estos resultados, se ha postulado que el NADH
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sirve finicamente para reducir s la Col endégsna. La gquinona tiene, por
lo tanto, dos funciones: (1) actlie como aceptor o donador de electirge-
nes y (2) actls como un regulador de la SDH.

8i la activacifn por sl NADH procede obligstorismente por la vis
de Dol reducida, cabe espsrarse que en la mitocondrias, cualguier meta-
bolito capaz de reducir a ia Coll pueda activar tambifn = la SDH, vy, en
efecto, esto es lo gue oourre.

La activided de 1z SDH disminuye en presencia de desacoplanies cp
mo el dinitrofensl, con ls correspondiente acumulacifin de succinato; -
este efscto es debido s .gus la coenzima I va siendo oxidada s medida -

gue se s=zdiciona el desacoplante,

c} Activacifin por ATR.- Los resultados presentados anteriormente
sugieren que, en la mitocondria, la actividad de 1z SDH zstd regulads
por la relacifn SBQ1U/CDQ?BH25 gue & su vez estd determinada por la e
lacifin NAD/NADH y el potencisl de fosfatos. Es posible gue el ATP geng
rado tambifn juegue un papel importante en ls determinacibn de la frac
cifn de deshidrogenasa que se encuentrs activads en un momento dado, -
Se ha reportado que 21 ATP auments la velocidad de oxidacifin del succi
nato, y originalmente se pensf que este efectn ers debido a la remocibn
del oxalacetato (que inhibe = la enzima), o bien, = la reduccifin dg =
Col. Posteriormente se demostrf gue la activaciBn por ATP no se debia

a ninguno de estos efectos,.
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La activacifin de la SDH por los subsiratos ligados a NAD via Col
reducide y 1z activacifin por ATP son aditivas en dsterminadas condi--
ciones, lo gue demuestra gue estos dos moduladores actfian independien
temente, sin embargo, su accifin combineds es necesaris para proveer s
la enzima de un control compatible con los reqguerimientos fisiolbégi--
cos. El ATP no induce la sctivecifin de la deshidrogenasa en las preps

raciones solubles.

d) Activacifin por pH y aniones.- S5e he reportadoc gue en las pree
paraciones sclubles y particuladas de 5DH 1z enzimz se activa espont§
neamente a medida que se disminuye sl pH. El grado de sctivacifin dee-
panede del pH y de la composicifn ifinica del medio. A pH 5.5 la enzi-
ma se activa en un 41% (con respecto a ls sctividad méxima ohtenida =
con succinatc come activador), v en un BO% si se adicionz =l medic --
NaCl 0.1 M. La SDH es desactivads si se auments el pH; & pH 7.5 1la sg
tividad de la enzima es de 10%.

El punto de méxime activacifin se obtiens = pH 6.3 a 6.6 a 30°C,
£sto sugiere que la ionizscifin del grupo histidil es la gue gobierna
la activacifin reversible por el pH (pero no el grupe histidil covalen
temente unido a FAD, vya oue Este tiene un pKa de L.5).

Los cationes monovalentes, Na+9 H+, Tris+s no sfectan la activi-
dad de la enzima. Se observe sctivacifn por Sﬁuﬁ ¥ por ahipnes monova

lentes, en el siguiente orden de efsctividads Glﬁg'g formato, NDZ"S -
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17, 87 y 17, Acetato, ONT y F7 no muestran efecic, Los experimentos -
realizados en este campo conducen 2 pensar gue los aniones monovalentes
en presenciz de succinaio, llevan a csho una slteracifin conformacional

de manera gue las propiedadss regulatorias de 1z enzima cambian.

e} Desactivacifin.- Lz 3DH activada por substratos, imhibidores com
petitivos, Cod raducida o ATP ss desactiva zsponténsamente si se remus=
ve al activador. 5in embargo, tambiBn se ha enconbrado, sn las mitocon-
drias y en las particulss submitocondrisles, gque uns vez gue la activa-
cifin alcanza cisryo nivel, la desactivacifin se inicia =fn cuando 21 ace
tivador esté presente. Esto sugliere gue sdemfs de moduladores positivos
existen tambifn moduladores negativos para la enzima.

DespuBs de la activacifin a pH 6.0, la deshidrogenasa ss desactiva-
da répidamente por concentraciones muy pequefias {25 micromolar) de suc=
cinato, fumarato, L y D-malato. S5z hs demostredo gue la desactivacifin -
se lleva a cabo por la formacifin de oxalacetato y ne por lz accifn de -
1lps fcidos dicarboxilicos como moduladores negatives. -La formacifn de -
oxalacetato es proporcional z la pérdida ds laz activided; cuando se for
ma una mol de oxalacetato por mol de flavina, la SDH se desactiva en un

80 a 90%.

f) Relacifin del oxalacetato =l proceso de activacifine- En las pre-

paraciones solubles v particulades de 5DH se ha encontrads gue la enzi-
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mg sontiens oxalacetato fuertemente unido, ys cus &ste no se separa du
rante ls precipitecifn v l= exclusifin en gel. 1 Br® es capaz de libe-
rar todo sl oxalacetato unido § la enzima spluble, con el correspon--
diente incrementa en su actividad.

Al aptivar = lz enzima con diferentes concentraciones de Br  la -
velocidad de activacifin es dos veces mayor gue la velocidad de disociz
gibn del oxalacetato de ls proteins. La liberacilin del oxalacetato uni
de & la enzima medisnte la adicifin de Br™, reocuisre de incubacifin pro-
longads v esté ceracterizads por unz energis de activacibn muy alieg ==
(18,1 Koal/mol), gue =8 lm misma energis que reguiere ls enzima para -
su activacifine, Es%s elevsds ensrofs de activacifin sugiere gue se nece-
sita un cambic conformacional antes de la liberacifn del oxalacetato,
por lo tento, el proceso no puede ser considersdo como un mero desple-

zamiento del inhibidor.

g) Control fisiolfigico de lg SDH.~ AL considerar los estados de -

transicifin de la 8DH, de asctivads = desactivada, surpe la siguiente --
preguntas ison estos cambios capaces de regular la sctividad del ciclo
de Krebs? De los numerpsos estudios realizedos sz he llegado a la cone
clusifin de que esto no sucede, lz enzima no regula sl ciclo. Por otro
iado, la SDH regulada por sl estadc metabflico de lz mitocondria puede
fluctuar su actividad en un range de 5 a 10 vsces,

Ademfs, se ha encontrado que los sustratos de verias flavoprotef-
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nag ligadas = la cedenz respiratoria (NADH, succinato, coline, zlfa~
glicerofosfato) se interfisren mutuemente duranie su oxidacifn, ds mg
nera gque en el momento en que el sistems de transporie de electronss
se orienta haciz cualguier flasvoproteina 8sis se encontrarf en forma
reducida en un momento dado, siendo incapez de captar elscirones de g
tras flavoproteinas.

Lonsiderando lo snteriocr, es obvio gue la actividad no controla=
da de lz 5DH podrfa resiringir iz reoxidacifin del NAD, va gue existe
un flujo suficiente de succinato pars mantener s la deshidrogenasa rg
ducida durante muche ismpo. Como la oxidasifin de ung mol de succina-
to produce Gnicamentz dos moles de ATP, mientras gue la oxidacifin de
NADH produce tres mole de ATP, la m@xims velocidad de sintesis de ATP
requerith de zlguna restriceilin en la actividad de la SDH para permie-
tir lz méxima oxidecifin del NADH; idealmenfe, esia restriccibn para -
lz 5DH no debe ser tan grande como pars que limite la velocidad del =
ciclo de Brehs.

£i mecanismo de regulacifin gue se ha propueste es el siguientes=-
cuando la relacifin ATR/ADP es baja, se requiere la sintesis de ATP, y
la SDH serf desactiveds, debido & la baja concentracifin de ATP y dg =
CoQ reducids, Estc permite incrementar ls oxidacifin del NADH, y, du=--
rante esta fase, el succinato se acumule (lo gue ha sido demostrado -
experimentalmente). Duando la rslaciBn ATP/ADP auments, la SDH pusde

ser activada por el succinato, por lz elevads relecifin de CUQHZ/DDQ y
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por 8l ATP, lo gue conduce & uns disminucibn del succinato acumulada.

Fara gue esta hipftesis sea plausible. s requiere gue existan o
tras fuenites de succinaio sdemBs de le oxidacitn de alfa-cetoglutarse
to, de otro modo, ls oxidacifin del alfe-cetoglutarsto ligada = NAD po
driz limitar el flujo de succinaic. Se sabe guz se Formen cantidades
considersbles de succinato s pariir de la oxidascifin de fcidos grasos
con nfimero impar de carbonos, de sminofcidos con cadenas remificades
y de metionina, por la vis del metil-malonil Cod.

Esta hipbtesis fisinlfgica, para los m@liiples mecanismos de la
regulacifn de ls BDH, no es is {nica posible v no es adaptsble a tQ--

das las situaciones metabflicas. Existe evidenci

11

de gue las condicip
nes ideales para 13 méxima sctividad de lz SDH en las mitoconoriss =-
son tembifr aguellas en las cusles el flujo de slschrones s a la ine
versa, en las gue la 5DH desempefa un papel fundamental. Esie proceso
estd involucrado en lz elongacifin de la cadens de &cidos orascos y en
2l consecuente almacenamienic de eguivelentes reductores en la mito-
condriz de corazfin.

Sin embargo, esta hipltesis parece ser amdecuads, y, si es correc
ta, podria significsr la modulacifin de la 8DH sctuando en conjunto ~-
con el control respirstoric, gue es de gren importancis en la regula-
cifin de la conservecifin de energia en la mitocondriz.

Este punto de vista del control de iz SDH en la mitocondris no -

considera las observaciones recienies sobre lz presencia de oxalaceta
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to unide a is enzima, en las preparsciones particulades v en lae solu-

bles. No se ha demostrado gue los reguigdores de ls 5DH {DBQHGS SUCT i
nato, ATP) liberen oxalacetste de la enzima, por lo gue no existe evi-
: s . 2 £ .8 2 . 2 : ,./ 2 P <
dencia gue sugiere gue la rhplids activacifn-dessctivacific de la enzime
invglucrs al oxelacebsto., Aun cuando se demostrars posteriormente gue
la mctivaciln de la deshidrogenssa mediads por la CGQH? involucra la -~
reduccifin del oxslacetato unido, a melato, esto no afectsriz sl signi-

ficado regulatoric del fenfmens, sino gue proveeriz un mecanismo quimd

o para el procesc.

PROPIEDADES CATALITIEAG.

Especificided v consitantes cindticas.- La BDH es altemente especi

fica en sus requerimientos pars aceptores de elecirones, Las preparas-

ciones purificadas son oxidsdas a velocidades apreciables solamente —-

por el metasulfato de Tenazina, sl etosulfato de fenszina v el ferple

cianurs. La velocidad de oxidacifin del succineto ee idéntics para es--

tos tres oxidentes g concentracifn infimita (Umax). La Cof, el oxidan-

te fisiolfgico en las preparaciones particulsdas, no reacciona con nin
guna prepsracifin soluble, probablemenie debido = gue su interaccifn re

guiere de la presencia de 1ipidos especificos gue son removidos duran-

te la solubilizacifin, La accibn de ls enzima es fhcilmente reversible

vy la enzima puede scepbtar slectrones para la reduccifin de fumarato a -

partir de diversps donadores de electrones, de los cuales,; el FMNHZ'es



CARITULD III

CADENA RESPIRATORIA.

La succinato deshidrogenass juega un doble papel en gl metabolis—
mo celular: (1) interviene en las reacciones del ciclo de Krebs, oxi-s
dando al succinato para trensformarlo en fumeraito, vy {(2) proves de ge-
lectrones a la gatdena respiratoris pars ls obtencifn de energia.

En esie capituls se revisarg brevemsnie sl mecanismo de transfe-
rencia de elscirones.

tas cBlulas obtienen 1z mayor parte de su energfa a travds de la
reaccifn de los substratos con el oxigeno molecular. La forma en la -
cual la energis se vuslve disponible es mediante la produccifin de ATP
por fosforilacifin de ADP. Para obiener el méxims rendimienta de ATP, la
transferencia de electrones,deade los substratos hasta el oxfgeno, se
divide en varios pssos, de modo gue por 1o menos dos {(y mas & menudo -
tres) fosforilaciones distintas pusden oourrir por oada par de electro
nes transferidos. Esiosz pasos implican unz sucesifin de portadores de g
lectrones, compuestos gue pueden ser rsducideos por acepbacifn de elec-
trones del portador precedente y pueden de nusvo oxidarse, por transfs
rencia de electrones al portador siguiente.

La secuencis de las reacciones de transferencia de electrones en
la cadena respiratoria, desde 21 NADH hasta el oxfgeno molecular, se -
muestra en la figura (5)

Los electrones son transferidos por agentes oxidantes cada vez «-
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el més comflinmente utilizads.

Ademés del succinato, tambibn pueden ser oxidados otros substra-
tos, como el metilsuccinato, sl edilsuccinato, clorssuccineio, D y L=
malate v el monofluorosuccineto. De sstos compuestos, el Oltime es el
finice oxidado relativemente r@pide (45% de ls vslonidad con succinato
a Vmax); la velocidad de oxidacibn del D y Lemzlato es muy diffcil de
wedir, debids 2 la répidz formacifn del compledo snzima-oxalaceiato.

La Bm para succinato hs side determinada en diferentes laborato-
rios. Los datss reportades varfsn en un rango de 0.7 a 1.3 mM a 38%C
y de 0,06 a 13 mM 8 22-25"C. EL nfmerc de recambic de la enzima, ex-
nresado por mel de Tlaving covslentemente unids (actividsd del centro
catal{tico) es de 18,000 £ 1,000 a 38°C, pH 7.6, en mitocondria de og
razfin, de cerebro vy de levadura serfbica.

Inhibidores.~ En orden de efectividad, los inhibidores competiti
vos mhs utilizedos son: oxalacelaio, malonate, pirofosfato, fumarsto;

recientemente se han esiudisdo el di, el tri v el perfluarosuccinato.

con los agentes guelantes de hierro, a menos que la enzima sea expues
ta previamente s agentss gue causan cambios conformacionales (urea, -

hidrosulfito, mercurisles),.
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més fuertes de substrato a oxfgeno, es decir, portadores sucesivos tig
nen potenciales de electrones crecientemente més positivas. Los pocta-
dores iniciazles son derivsdos de las vitaminas nicotineto y riboflavi-
na. Los portadores posteriores son proteinas de hemina, los citocromos
con estructuras modificadas a Fin de hacer del grupo hemine un oxidane
te crecientemente mis potente,

Los electrones provenientss de diferentes sustratos se colectan =
en forme de2 NADH mediante lz accifin de deshidrogenasas ligadas a NAD.
Estos electrones entran a ls cadena respiratoria s través de la flavo-
protefna NADH deshidrogenass. Por otre lado, otros substratos respira-
torios son oxidados medisnte deshidrogenasas ligadss z flavina, como =
ia 80H y la acil-CoA deshidrogenass, que introdusern los electrones g -
la cadena vespiratoris a travBs de la Dol. El resto de los pordadores
electrfnicos despuBs de la Dol son todos citocromos. Ls reaccifin final
de transferencie de elecirones involucre al citocromo (a+agd, que reac
cigna directamente con 21 Sxigahn molecular,

ELl transports de elecirones puede ser blogueado en diferentes si-
tins de ls cadena respiratoris por diversas substancias conocidas como
inhibidores respiratorios, sjemplos de estas substancias son el clanu=
ro, la antimicina, la rotenona. E1 efecto neto de estos inhibidores es
gue cesa la transferenciz de electrones al oxfgeno, dando lugar a gue
lps portadores de electrones anterieres al sitio de accibn del inhibi-

dor:se asumulen en estade reducido, cesando asi la generacifn de ATR.
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De estos inhibidores, el cianurc es de pariicular inter@s en nues
tro frabajo, ve que sy adicibn es indispensable psrz detectsr la acti-
vidad de la 8DH en los diferentes sstedios de ls esporulascifine £1 ciae
nuro actlia bloqueando la rsaceifn terminal de ls cadena respiratoria,
es decir, impide ls transferenciz de slenirones desds el citocromo a+asg
gl oxigeno molecular, probeblemente porgue se combing son el ifn cuprg
so de la citocrome oxidasa percislmente reducida, obligando al resio -
de las elementos de les cadens e permanecer en ssiatdo reducide,

Finaimente, el itransporie de glectrones se lieva @ cabo en la mem
brana interna de las witocondriss en los orgenismos sucerifiicos, mien

carifticos, gue carscen de mitocondrias,

tras gue en lss organismos or

[l
b
W
Sund
-

gl transporte slectrdnic:



CAPITULO TV

MATERIALES Y METODOS.

a) PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO Y COGECHA.

Se utilizf une cepe de Becillus cersus, aislads por Andresli y --

cols, {7a). El crecimisntc sincrfinico v la esporulacibn del bacilo se
llevé z cebo en medic G modificado, utilizande la téonica de cultive -
activo {(Gal.

£

Composicifn del medic & modificade.- 0.1% de extracto de levadurs,

0:.%% de sacarosa (azfivar de cocina refinada), 0.2% &NHA,ﬁSGQ? 0. 5% W HPO,,
3.0 gwgig 0. 005% Mr"..;uiL \%zmg 0.0025% Gaﬁlz 2H,0, 0.0005% uuSDQmDPZD
0, 00B05% ?PSDLw: S0, 0.00002% Co Q97HQB@

i.os componentes ss o
deseado. Se preparan 10 1 ce medis parz 2l blcfermentador, oue se sste-
rilizan a 121°C y 18=2L libras de presifin durente 40 minuios. Se prepa-
ran 0.5 1 de medic pars transfersncias y se distribuyen ds la siguiente
manera: 300 ml en un matraz erlenmeyer de Z2 1, v los 200 ml restantes =
en cuatro matraces erlenmeyer de 250 ml con 50 ml ceda uno. Los matraces
de transferencia se esterilizan 15 minutos a 12470 y 18=-24 1bs. de presifn.

Téonicas de cultive active pera la obitencifn del crecimiento sincrf
nico.- La cepa de B, cereus se mentiene en tubss con agar nutriente in-
clinade en refrigerscifin. Para activar al bacilo se incuba uno de estos
tubos a B?OE, 12 horas, Con la cepa sciivada se inoculs el primer matraz

de transferencia con 50 ml de wmedic, que se incuba en agitacibn a 300 rpm
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vy a 30°C durante & & 5 horas, después de lo cusl se transfiere 1 ml del
cultive s up segundo matrazz de transferenciz conteniendo 50 ml de medio,
gl cual se incubs en las condiciones antericres. De ls misme formz ze -
realizan dos transferenciss més de 1:50 wml cads tres horas y une cusria
transferencia de 5:300 ml sn el matraz srlenmever de 2 1 que se mantige
ne en las mismas condiciones de sgitecibn y tempereturs durante tres ho
ras, Finalmente se inonulz sl biofermentador gue contiens 10 1 de medio
{Modzlo Magnaferm New Brunswich Scientific Co, Inc.) con 150 ml del 41-
timo cultive. La temperatura se mantiene a 30°C, la agitacifin a 150 rpm
y 2l flujo de mire & L-6 litros por minuto.

El crecimientn en el biofermentador se sigue espectrofotoméirica-
mente, midiendo ls sbsorbancis =2 540 rnm {en un espectrofoifmetro Pye -
Unicam SP-1800) v midiendo el pH = intervslos de 15 minutos,

tas cflulas se colectan medisnte unes centrifugs de flujo continuc

(Sharples, models T-1) durante laz fase exponencial (A 1.25) o = los

540
tiempas indicados de esporulacifn, EL1 paguets celulsr se lava tres ve-
ces con buffer Tris-HCl 0,2 M, pH 7.6 adicionedo de SaCiz ¥ MgSlz 50 mM

{buffer TCOM).

b) ROMPIMIENTO Y PREPARACION DE LAS MEMBRANAS,

Se resuspenden 20 g (peso himedo) de c€lulas en 100 wl de buffer -
TCM y se rompen a 30,000 Psi vy 4°C en un fraccionador Ribe Cell (Ivan -

Sorvall, Inc, Cann, U.S5.8.) segln Andreoli vy cols, {7a). El homogenado
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aobtenica se incubz con Desoxirribonucleassz I durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente v agitacifn, pere sliminar la viscosidad producids -
por el DNA liberado, Las cflulas completas se eliminan por centrifuga-
cifn & 1,300 x g durante 5 minutos v las membranas S8 IECUDETEN POT ==
centrifugacifn s 140,000 % g durante dos horas. £1 paguete de membra--
nas sg lava tres veces con buffer TOM, Estas membranas pueden almacge-
narse en nitrfgenc 1fguido dursnte varias semenas sin pérdida sprecise

ble de actividad de S5DH.

o) SOLUBILIZACION DE LA SUCCINATO DESHIDROGENASA.

Utilizemos diferentes sgentes pars la solubilizacifn ds la 5DHe
1) Un agente caotrfipics, el NaClQ,, gue es un perfurbador de proteinas.
2) U detergente i16nico, sl desoxicolato de sodio.
3) Un detergente no ifnico, s Brij EEuTaﬁ (Ver seccifn de Reactivos).
La solubilizacifin con NallOk se llsva a cabo resuspendiendn las -
membranas (aproximadamente 12 mg/ml de proieina de membranas) en buffer
de glicil-glicine 0.1M, pH 7.&. Se sdicions Naﬂlﬂé desde una concentra
cifin 8,0M hasta concentrscifin final de 0.35M en atmbBsfera de nitrbgeno.
Lﬁ preparacifn éé incuﬁa durante 20 minutos en hielsc y atmfsfers de N2
y posteriormente se centrifugs a 140,000 x g dursnte una hora. Se sepz
ra el sobrenadente y se adiciona succinato de sodio haste concentracifin
final de 10 mM y ditiotreitol hasta conceniracifin final de 5 mM. E1 pre

cipitado se resuspende en el &0% del volumen originsl en buffer de glie-
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cil-glicinag 0.1 M y pH 7.4, sg adiciona NaElD@ 8.0 M hasta concentra--
cifn final de 0.85 M en atwhsfersz de NZQ Sg incubsz ern hielo durante 20
minutos en presencia de nitrbgeno v se centrifugs = 140,000 x g duran-
te tres horas, EL sobrenadante se adiciona con succinato y ditioirei--
tol a las concentraciones anies menclonadas.

La solubilizecifn de lz 30H con Brij 36-7 se lleva 2 cabo mediane
te la incubacilBn de las membranas en buffer TCM y en presencia del de-
tergente al 0.3%. Esta suspensibn es sonicads durante 15 minutos y des
pués incubade a 4°C durante una hora. Posteriormente se centrifuga la
preparacifn a 140,000 x g durense dos horas y se separan las fraccio-
NEg.

La splubilizacifn de la enzima con el desoxicolato de sodic (DOG)
se realiza de la misma formz gue con el B8rij 36-T, pero utilizando una

concentraciln mayor, 0.75%.

d) ENSAYOS ENZIMATICUS.

1) Buccinato:DCPIP oxidorreductasa.= El ensayo se realiza en cel-
dillas de 3 ml y & una temperatura de BUGGE de acuerds con Lang y cols,
(6a). La mezcla de ensayo consiste en succinatc disBdico 20 mw, buffer
de fosfato de potasioc 50 mM, pH 8.0, asgua bidestilada hasta volumen i
nal de 3.0 ml, membranas (aproximadamente O.&4 mg de proteina de membra
nas), metasulfato de fenazina (PMS) 1.1 mM vy diclorofenolindofenol ==

(DCPIP) 0,08 mM, La mezela de ensayo se preincuba duranite tres minutos
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antes de adicionar el PMS y el DUPIP. Ls reduccifn del DUPIP se sigue
espectrofotoméiricamente & 600 nm (espectrofotbmetro Pye Unicam SPe-
1800). La actividad se express como mieromoles de DCPIR reducidas por
mg de proteina por hora. Después de regisirar la actividad durante 1 a
2 minutos se adicions cisnuro de potasio s concentracifn final de 0.1
mM, La actividad dependiente de cianuroc se cuaniifics por 8l cambio -
producido en la pendiente despufs de lz adigibn del mismo,

Con el objeto de aclerar el fundamenio de este ensayo, = continug
cifin se representan las ssitrucituras vy las principales caracteristicas

del PMS y del DCPIP.

Metasulfato de fenazins (PM3)
Es un aceptor de slectrones y un g

carveador de los mismos, En forma

gég ‘ oxidada &g amarille y en forma redu
(forma oxidada) cida es leuco.
Diclorofenclindofencl (DOPIR)
Es un aceptor de electrones; sn su

forma oxidada es azul a pH neutro

ci o y rosa a pH &cido; en su forma redu

(forma oxidada) cida s leucao.
Las constantes cinéticas de las SDH se determinaron realizando g8l --
mismo ensayo, perc variando ls concentracifn de los reasctives, o el pH -

del buffer, dependiendc de la constente gue se tdeseaba cuantificar:
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i) pH 6ptimg.- Los buffers utilizados fueron: buffer de fosfatos
de potasic 50 mM en un rango de pH de 6.0 a 8.0 v buffer de Tris-HCl
50 mM en un rango de pk de 7.2 g 9.0

ii) Bm para succinato.= S utiliz6 succinetc disbdico en un rango
de concentraciones de 0.1 & 5.0 oM.

1ii) Km para KON.- Se utilizé cianuro de potasic en un rango de con
centraciones de 0,001 a 5.0 mM.

iv) Km para PMS.- Se utilizf PMS en un rango de concentraciones de
0.005 a 20,0 mM,

La determinacifin de proteinas se llevf a cabo utilizando el méto-
do de Lowry (8a), Este mBtodo utiliza iones de cu** en medio ligeramen
te slcalino, con los cusles las proteinas forman complejos coloreadas,
de composicifn desconocida, entrs el ion Cu++y los grupos carbonilo de
los enlaces peptidicos.

@) REACTIVOS.

La Desoxirribonucleasa I, Bl PM3, el citocroms C v el Tris-hidroxi
metil-amino-metang se obtuvierorn de la casa Sigma Chemical Coj; el DCOPIP
y 21 KON se obtuvieron de l=z cass Baker; el desoxicolato de sodio y sl
perclorats de sodio de la cass Merck. Los demfs reactivos utilizados -
gon de grado reactivo. El material de cristaleris fus de la cass Pyrex.
Nota: Brij 36-T es el nombre comercial de este detergente no ifnico, el

cual es un derivado de alcoholes polioxietilénicos.



CAPITULO V

RESULTADDS.

1. CRECIMIENTO SINCRONICO DE BACILLUS CEREUS,

En la figurs (&) se representa una gr&fics tipics del crecimients
vy la esporulacifn de B. cerus. E1 tiempo t, indica la iﬁiciaciﬁn de la
esporulacifn, ls cual se lleva a cabo a los 30 minutos posteriores al
pH minimo del cultive. Los estadios subsecuentes de esporulacifn bas =
ﬁz, tzs etc. se obiienen a los 60, 120, 180, etc. minutos despuBs de -
haberse detectado %, v pusden seguirss mediante la gbservacifin en el -

o
microscopio de contraste de fases.

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

PORULACION.

La figura (7) muestra el comportamiento de ls 5DH durante el cre-
cimiento y la esporulacifin de B, cereus. Durante la fase vegetativa la
enzima presenta el méximo de actividad; uns vez que se iniciz la espo-
rulacifn la actividad disminuye rfpidaments, de manera que hacia gl --
tiempo 4 la actividad de 5DH no 2s demostrable. S5in embargo, si se a-
diciong cianursc a la mezecla de ensayo la actividad puede demostrarse -
en cualquier estadio; se chserva ademfs un segundo incremento en la ag
tividad, que puede estar relacionado a la sintesis de la membrana ex-
terna de la forespora. De acuerdo con esto, las membranas vegetativas

y esporulantes pueden diferenciarse entre s{ por su comportamiento e
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Fige 7. Succinato:DCFIP-PMS oxidorreductasa en membranas totales de B. cersus
durante las fases vegetativa vy esporulante,

l.os puntos graficados se obtuvieron del promedic de 10 experimsntos,



= b -

frente al cianurc en el ensayoc de succinato-PMS: mieniras gue las espo
rulantes son dependientes de cimnuro, es decir, reguizren la sdicifin -
de cisnuro pars desenmascarsr la sctividad, las vegetativas son inde--
pendientes de cianuro, ls adicifin de cisnurc no modifica significativa
mente la actividad de sstas membranas.

El gcianurp es un buen inhibidor de la cadena respiratoria, lo guse
sugiere gue su efecto activador sobre las membranas esporulantes puéu
dria ser debido & la inhibicifn de la citocromo oxidasa; esito obliga-
rie 8 los electrones s Tlufr =z través del PMS (fig. 8). Para confire-
mar esta idea, decidimos comparar las concentracionas de cianuro nece-
sarias para inhibir & la citocrome Oxidasa y las concentraciones dg --
cianuro necesarias para ceusar ls estimulacifn de la SDH en el ensayo
del PMS,

En la fig. (9) se observa el efecto de la conceniracifn de cianu-
ro sobre la SDH a diferenies estadios del crecimiento y la esporula--
cifin, Es evidente gue las membranas vegetativas no son estimuladas sig
nificativamente a ninguna de estas concentraciones, mieniras gue las =
membranas t°5 v t¢.5 (esporulantes jlvenes) se activan totalmente a =-
concentreciones sumamenite bajas de clianurs. La dependencia del cianurc
aumenta con el tiempo de esporulacifin,

Por otro lads, las concentraciones de cisnuro necesarias para in-
hibir a la citocromo oxidesa se encuentran -por encima de 0.7 mM; lo =

gue se obssrva en la Tabla I; ssto demuestra gue lag concentraclones -
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DCPIP {(azul)

P
£
SUCCINATQ =i F5 DCRIP (leuca)
\ /2 0,
Cal] e (1%, b =P [its © ~plit. ata, m‘ﬂ{g
e Hy0
NADH ~wwe—d FPRy KON

(0.1 - 1.0 mM)
[;DEPIP (azul)

DECPIFP {leuco)

Fige 8. Cadena respiratoria de HBacillus cersus. También se muestran los
sitios de accifin de los aceptores artificiales de electrones y
gl sitio de inhibicifn del cianuro de potasic.

*FPS
**FPn

flavaproteina gue deshidrogerna el succinato (SDH).
flavoproteinas gue deshidrogensn al NADH,

it on
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Fige 9. Efecto de la concentracifin de KON sobre la actividad de succinato:DCRIP-PMS
aceptor durante las etspas vegetativa y espaorulante de B. careus.



de cianuro necesarias para estimular a la SDH en el ensayo de PMS no -
son capeces de bloguesar la cadena de transporte de electrones, lo que

sugiere gue el sitio de zccifn del clanure no es la citocromo oxidasa.
Este hecho se confirma por la alta afinidad que presenta la SDH por el
cianurs: las figuras (10 v 1) muestran gue la Wm aparente para clanue
ro es 2.7 micromolar, una concentracifin aproximasdamente 40 veces menor
que la requerida para bloguesr la cadena de transporte de electrones.

Para descartar totalmenie a la cadens respiratoriz como sitio de
accifn del cisnuro en la estimulacifn de la 50H, decidimos probar pe--
tros agentes inhibidores como HOONO, antimicins y rotenona. Los resul-
tados se muestran en la Table I1. S5e observa gue las concentraciones -
requeridas para inhibir = la succinato oxidasa (que utiliza oxfgeno mg
lecular como aceptor final de electrones) no son capaces de activar a
la succinato:DCPIP oxidorreductasa.

Engayemos ademfs diversos compuestos nue pudieran llevar a caho -
el mismp efecto sctivador del cianuro, entre ellos varios aniones mong
valentes & diferentes concentraciones (Teble I11); ningunc de ellos ac
tiva de manera significativa a la SDH (excepto el fluoruro, gue la ac-
tiva en un 25%). Los aniones polivalentes piruvato, carbonato, citra-
to, v los agentes caotrBpicos, a concentraciones por debajo de las gue
inducen la solubilizacifin de la enzima (Tabla IV) itampoco son capaces
de activarla.

Por otro ladn, se ha demostrado gue sl cisnuro, a concentraciones
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ACTIVIDAD ALTIVIDAD RELATIVA

ADICION Nat O,/min/mg prot. DE SUCCINATO
XIDASA.

Ninguns S Told

KGN

0,01 mM 9.0 loU

R 8o 1 "

1.00 mM 6.3 0.7

10,00 mM S08 Oobe

Tabla I. Efecto de la concentracibn de KON sobre la actividao
de succinate-oxidasa en membranas i 5 de B. cersus.
)

ACTIVIDAD
ADICION DE SDH:DCPIP-PMS 2D;éxlgéz RgL“TIV“
ACEPTOR o1 m
Antimicina
0,01 = 0,1 mM g o
*HOGND
0.001-0,01 mM o u
Retenona
0,005-0,01 mM a 0

Tabla II, Efectn de inhibidpores de cadena respiratoria sobre
la actividad de succinato deshidrogenasa en membrg
nas t3 ge

*HOOND, - 2=heptil-b-hidroxiquinolina~N-fxido; afecta los sis
temas respirastorios bacterianos, inhibiendo la trans
ferencia de electrones desde cite b a cit. cj o bien,
previniendn la reduccifin del citccromo b,
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método de las dobles reciprocas,



Lonce Ani6tn  Act. de % d? anibn Act. de % d?
g mM soH fotive SPH Active
cibrie cifn,

- - 0. 24 g - Ue2t ¥
U.01 gr” Ua26 7.7 Fo 0,32 25.0
0.05 Br~ 0e25 981 F~ 0.30 20.0
0,10 Br~ 0.27 116 1 F- .32 25,0
0.50 gr" 0.28 1o 3 F~ 032 25,0
1,U0 8r" 0032 25.0 F .35 3i.b
10,00 Br~ 0.26 7.7 F 0. 18 1]

- - Do2k 0 - 0,24 U
0,01 G~ Q.22 o 1~ 0,27 1161
Ue05 Ll 002k o 1~ 0.25 o
Ui 10 ci” .23 0 i~ O.2h 0
0,50 Ly U. 26 77 1 U.26 0
1,00 ci” 0.26 o7 17 Ue24 1]

10,00 c1~ 0.18 g 1 Oo2t 0

- - 0026 0 - 0.24 0
0,01 Nit 0,33 27,3 Ag 0.22 0
0.05 Ni% 0631 22,6 Ao 0.2k 0
0. 10 Nit 0.27 1101 A 025 7.7
0.50 Nit Uo26 0 Ac 0.25 LU
1,00 Nit 0.28 ka3 Ac 0e25 &,0

106 L0 Nit Ue23 0 Ac 0025 ]

Tabla I1I, Efecto de aniones monovslentes sobre la actividad
de 5D0H de membranas esporulantes (edad t3 5)5

Los ensayos ss roalizazon preincubando las membra
nas son el anibn correspondiente (a la concentra-
gcifin indicads) durante 3 minutos. La adicifin de =
KON fue necessria en todos 10s casos pars demos-
trar ls asctividad, Nit = nitrate; Ac = acetato.
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ACTIVIDAD ACTIVIDAD RELATIVA
ADICION DE SDH A KON 0.1 mM
Ninguna a &
KON
0.1 mM4 0,052 T.0
1ol mM 0,060 115
10,0 mM 0,030 0,57
N32883:
0,1 a 10 md i g
Citrato:
0,1 a 10 mM 0 i
Piruvato:
0.1 a 10 mM ) 0
Perclorato:
0,1 a 10 mM s} 0
Colato:
0.1 mM [} [}
1,0 mM 0. 01 0,19
10.0 mM 0,01 0.19
Brij 36=T:
Os1 mM 001 0.19
10 mM 0.02 0. 38
18,0 mM 0,03 0,57
Lauril
sulfato:
01 mM 0,07 0. 34
160 WM 012 2630
10,0 mM 0.18 3,46

Tabla IV, Efecto de algunos aniones polivalentes
vy de algunos perturbadores de membrang
sobre la SDH (membranas %, 5),
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elevadas, es capaz de selubilizar a la 5DH de las preparaciones de co-
razbn de ternsrz, por lo gue se pensb gue probablemente sl efecto esti
vador fuers debido 2 ssts capacidad solubilizante. Pars verificar esta
idea utilizamos diferentes detergentes: lauril sulfato, colato de so-
dio y Brij 36=T. Los resultados se muesiran en la Tabhla IV, Es eviden-
te gue los detergentes son capaces de desenmascarar la sctividad de le
enzima, por lo tanto, el siguiente paso sra comprobar si sl clianuro, &
las oonecentraciones capaces de inducir la gotividsd de SDH, era capaz
de disociar a la enzima de las membranas esporulanies.

En la Tabla ¥, comparsmos el efecto solubilizante sjercido por el
Brij 36-7, el cisnuro y el perclorats de sodic., Los resultados muestran
claramente gque las concentraciones de cisnuro necesarias para la acti-
vacifn de 1la 5DH en el ensayo de PM5 no son capaces de solubilizar a -
la enzima como lo hace sl Béij 36=T,

Por $anto, si el cianurc no actfa blogueando & la cadena respira-
toria, ni solubilizando = 1= enzima, la pregunta gue surge s icBmp ==
lleva a cabo el cianuro este efecto activador? En busce de una respues
ta decidimos determinar algunas constantes cinftices de la SDH de las
membranas de c8lulas vegetativas y de las membranas de cBlulas esparu-
lantes; en su forma particulada (unida a las mambraﬁas) y en su forma
soluble, en presencia y en ausencis de cianurs.,

Los experimentos realizados para la opiimizacifn del m€todo de sg

lubilizacifin de la enzima se discutirfn en el punto nfimero L.
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Tabla U, Efecto del perclorato, del Brij 36-T y del cisnuro en la re
solucibn de la SDH:DOCPIP oxicorreductass de membranas espo-
¥

rulantes, (Edasd EEQE

% de Actividad Relative de SDH

Estimulacifn de

Preincubacitn Precipitadab Sobrenadante® SDH narticulada
Control 100 0 =
Perclorata de SBdlD
850 mM 9% 0.7t 0
Brij 36-T 10 mM B.2 737 60
Cianuro 1.0 mM o0 ¥ 100
8

Se resuspendieron las membranas en buffer Tris-HCL 50 mM, pH 7.4, vy
se les adiciond perclorato, Brij 36-T o ciamnuroc, = las cnncentrac10
nes indicadas; la mezcla se incubf durante 15 minutos s 30 grados C,
se enfrif en hlelu v 88 centrifugh a 140,000 x g durante dos horas,

i.e actividad en el precipitado se determingé en presencia de cianuro
0.1 mM, La actividad de los sobrenadanies no se modificé significa-
tivamente por la adicibm ds cianurc.

La tercera columna compara el efecto activador (relativo a KON 1.0
mM) de los dos periurbadores de membranas cuando se adicionsn en el
ensayo con membranas no tratadas,
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&) pH Bptimo. Las figuxés (12 v 13) representan las gr&ficas de ve
locidad (medids comp cambic de absorbanciaz s 600 nm) we pH de ls SDH de
ims Tases vegetastiva y esporulanie, respectivamente, en su forma s0lu--
ble y particulada, 52 obsrva gus el pH Bptimo de la enzima ss 8.0 paras
todos 1os casos. L2 adicifin de clanurc no modifice significativamente -
la zctividad de la enzima vegetativa, mientras nue sste adicibn es nece
saria para demostrar la actividad de 1z enzima de ls fase esporulants,
Cabe hacer nmotar gue la enzimz scluble de la Fase esporulanie ss inde-
pendiente de la adicifn de cisnura, es decir, no reguiere del cianurc -
pars desenmascarfar la actividad.

b} Bm para succinato.=- En 1z Tabla VI se musstran las constantes -
de afinidad para succinatc (Mm) para lss custro preparaciones de la en-
zima, gue se obtuvieron por el método de Linesweaver=Burk. No se obser=
van diferencias significativas en estas constanies; el cianurc tampoco
modifica sstas constanies = ﬁinguna concentracifn de succinato.

©) Bm para PMS.- En ls determinacién de esta constante pera la en-
zima particulada de las membranas esporulantes, ia adicifn de cianurg -
modifica considerablemente el valor de la Wm (Tabla VI), En ausenciz de
cianure la ¥m sparente es de &.5mM, mientras gue en presencia de clanu-
ro la ¥m aparente es 0.13 mM, 1o que significa gue el cianurc disminuye

grandemente la afinidead de la snzimas esporulante por el PM5; por otrg -
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lado, la Wm de la snzima esporulante soluble es de U0.22 mM y no se mg

difice significasivamente por la adicifn de cianuro.

b, SOLUBILIZACION DE LA SUCCINATO DESHIDROGENASA DE MEMBRANAS DE

B. CEREUS,

En el presente trabsjc reguerimos extrasr a la 5DH de las membrg
nas para determinar sue constantes cinBticas v su comportamiento fren
te al cianuro; por otrs parte, necesitamos solubilizarla para llsvar
a cabo su purificaciln y més adelante realizar experimentos de recons
titucifng

En la literatura se reportan diferentss métodos pars la extrace-
cifin de la 5D0H de corazfin de ternera; con este fin se han utilizado -
diferentes agentess bubancl, acetona, cianurc a slevadas concentracig
nes, agentes cactrfpicos y detergentes ifinicos, entre otros, los cus-
les reportan buenos resultados. En nuestro laboratorio utilizamos per
clorsto de sodio, tue es un sgente caotrlpico; ls metodologia utiliza
da se detalla en el capftulo de materisles y wéfodos. El porcentaje -
de solubilizacifin con sste agente resultd ser poco satisfactoric para
nuestra enzima, Los resultados se muestran en la Tabla VII. Se obser-
va gque la recuperacifin de la actividad en el sobremadante 23 casi nu-
la (0.66 y 0.62%); ademfs, la actividad de lz enzima en el sedimento
obtenido despufs de la centrifugacifn disminuye notablemente, recupe=
réndose fnicamente el 40% de la sctividad inicisl, lo gque sugiere oue

nuestra enzima es inactivade en presencis de perclorato.
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Tabla VII. Efecto del perclorato de sodic sobre las membranas
de B. cersus.

R frot. total Act, Esp@a % de acta
Preparacifn en mg total resuperads
Membranas
sin sxiraer 142.5 MUhL5,6 100
Spbrenad.

035 M 06375 RS .66
Sobrenad.

0,85 M 0,875 869 0.62
Sedimento 06,8 578,32 40

aﬂct@ e2sp. &n micromoles de DUPIP reducidos por mg prot. por hre

Table VIII. Efecto de los detergentes sobhre las membranas de
B. cereus.

frot. total Act. esp.” % de aci.

Preparacifin e mg total reouperada
Membranas

sin exirser 6.0 1286 100
Sopbrenad.

DOC 0,75 % 0,75 22.8 13.3
Sedimento

DOC 0,75 % 5,06 30.8 . 7363
Sobrenad,

Brij 36-% 2:75 771 60.0
Sedimento

Brij 36-T 4. 20 585 45,5
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En vista de gue los resultados con el perclorato fusron deplora=
bles, intentamos la solubilizacifin con desoxicolato de sodic. La Tabla
YIII muestras los resuliados, los cuales tampoco fueron satisfactorios,
pues los porcentajes de solubilizacifn nunca fueron superiores al 15%.
Le actividad de la enzima en sl sedimento disminuyf tambifn, probable-
mente debido s inactivacifin durante la manipulacifin,

Finalmente utilizemos un detergente no ifnico, el Brij 36-T, con
el cual obtuvimos buenos resultados (Tabla VIII). La enzima se disocie
de las membranas en un 60%. Uns vez obienidos estos resultados decidi-
mos opiimizar el métods de solubilizaciln con este detergente, Para e-
llo determinamos que ls concentracibn fptime de Brij 36-T en la solubi
lizacifn es de 0.3 % para 7.5 mg de proteina. Conceniraciones més ele-
vadas de detergente pfomueva la formacifn de micelss que pueden sedi--
mentar nuevamente, regresando la enzima a las membranas. La sonicacifn
de ia mezcla de membranas con el detergente durante 15 minutos favore=-
ce grandemente ls diseciacifing ls incubacifin de la mezcla a 4°¢ duran-
te 60 minutos tambifn suments el poresntaje de solubilizacifin, La enzi
ma soluble se separas por centrifugeacifn a 140,000 x g durante dos ho-
ras. En el sobrenadante se encuentra el mayor porcentaje de actividad
de SDH (60 a 80 %). La enzima soluble puede slmacenarse en nitrfigenc -

1iguido durante varias semanas sin pfrdida apreciable de actividad.



CAPTITULO VI
DISCUSION,

Hemos caracterizado dos formas fisinlfipicas de ls sucoinato des
hidrogenasa de 8. cereus: (1) la forma vegetetiva gue muestra alta s
finidad por el PMS y ogue ne es afectads por la adicifn de cisnuro, y
(2) 1lg forma esporulante, con bajzs afinidad por el PMS y gue con la
adicifn de cisnurc revieris a la forma de alta afinidad,

Con estos resultados hemos planteado unz hipbtesis gue podris -
explicar el comporitamisnto de nuestra enzims durante el proceso de -
esporulacibn y el posible mecenisme de accifin del cisnurs. Durante -
la Tase vegetativa lg enzims presents alis afinidad por sl PMS vy, &
medida que avanza la esporulacién, la enzimes sufre una transicifn a-
lostérice que ls hace poco afin por el PMS, Este cambic de actividad
puede ser revertide por el cisnuroc, Aparentemente el clanurs induce
un cambio confarmacional en la SDH de la fase esporulante, aumentan-
do la afinidad por el PMS =zl mismo nivel de la SDH de la fase vegeta
tiva, Esto es, el clanuro revierte la transicifn slostérica {(vegsta-
tiva-gsporulante) regresandc s la enzima a la conformacifn vegetati-
va gue tienme alta afinidéd por el PM8, Por otres parte, hemos encone
trado gue la enzims esporulante soluble tiene la conformacibn de al-
ta afinidad por el PMS y gue el cianuro no modifica esta afinidad; -
este hecho podria ser explicado si pensamos gue durante la splubilie-
zacifin probablemente el detergente revierte sutomfticamente la cone

formacibn de la enzima a las de alta afinidad.
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Desde el punto de vista de la regulacifin fisiolfgica de la SDH du-
rante la esporulacifin, en este momento solo podemos especular acerca de
su’significadae Pensamoe gue la transicifn azlostérics podris estar rels
cionada con el acoplamiento de 1z enzima sl resto de la cadena respira-
taria con lo cual la enzima estaria mejor adaptada para ceder los elec-
trones 8 la coenzima 0. Este juicic se apoyz en el hecho de gue durante
la fase vegetativa el funéianamisntu del ciclo de Krebs y el de la cadg
ria respiratoris no son esenciales para el crecimiento., En cembio, duran
te la esporulacifin lass vias finales del metabglismo merobiso incrementan
su actividad y son indispensables para compleisr la esporulacifn,

Estamos muy interesados ep averiguar si la trensicifn alostérica -
es debida a un cembio en el ambiente hidroffbico de la membrana, o si -
la enzima en s{ misma es la que sufre modificacién. Por tanto, planea-
mos purificar la enzima de las fases vegetstiva y esporulante para re-
constitufr la enzima solubilizada de membranas esporulantes en membra-
nas vegetativas, cuys 5DH haye sido previamente insctivads por trata--
miento alcalino, vy demostrar si por este mecanismo lz enzima esporulan-
te revierte a la forma vegetativa; tambifn planeamos reconstituir la en
zima vegetativa soluble en membranas esporulantes inactivedas pars obe
servar su comporiamiento en estas condiciones,

En cuanto al sitio de acci6n del cianuro, aln no lo hemos dilucids
do, pero es bien conocido que el cisnuro tiene alts afinided por los -
centros de Fe-5 de 1a SDH, La SDH presenta cuatro centros de Fe-5, dos

de ellos involucrados en la resccifn del PMS y dos dudosos, pero es pg
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gible gue el ciasnuro se una a ellos pare activar @ la enzima. En nueg
tros priximos experimentos planeamos utilizar cisnuro radiactive para

demostrar si en efecto Bste sSe une a nuestra enzima,
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