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RESUMEN 

En el presente trabajo, se estudió el papel de la menaquinona en el 

transporte de los electrones que vienen del NAOH y el succinato .en 

las membt"anas de Bacillus cereus; además, se investigó el probable 

pri1aer aceptar de la succiOato deshidrogenasa <SDH>; finalmente, se 

observó el efecto del tenoil-trifluoroacetona <TTFA> y de los inhibi

dores del complejo bca de la cadena respiratoria de mitoc:ondria, so

bre la cadena respiratoria de Bacillus cereus. 

Los experi•entos de irradiación con luz ultravioleta de 360 nm, re

constitución con menadiona, inhibición con TTFA, antimicina, HOQNO y 

mi::otia::ol, nos permiten sugerir que en Baci 1 lus cereus, la via de 

oxidación para NADH y succinato no son equivalentes en cuanto al uso 

de 1a menaquinona como mediadora en el transporte de los electrones; 

igualmente, los resultados favorecen la tesis de que el aceptar pri

•ario de los electrones de la SDH es un citocromo ~, y probablemente 

exista entre ellos una cone~iOn estructuro-funcional. Por otro lado, 

el sitio de acción del TTFA probablemente no est~ presente o se en

cuentre modificado en Bacillus cereus, y al parecer podría e>:istir un 

complejo 111 diferente al de mitocondria. Por último, se sugiere que 

existen dos sitios de acciál para el HOQNO, uno de alta afinidad en 

la vla de oxidaciál de succinato, y otro de baja afinidad en la via 

de la NADH oxidasa; y por lo menos un sitio de acción común para am

bos succinato y NADH oxidasa con la antimicina. 
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l 
l SUMMARY 

In this paper the role of menaquinone in electron transfer in the 

electrons that come from NADH and the succinate in the Bacillus 

J 
cereus membranes was studied; moreover, the probable f irst acceptor 

of the suc:cinate dehydrogenase CSDH> was investigated; finally, the 

J e'ffect of thenoyltrifluoroacetone CTTFA> and the inhibitors of the 

c:omplex bes. of the respiratory chain of mitoc:hondria over the respi-

1 rator-y system of Bacillus c:ereus was observed. _, 

The experiments of irradiation with ultraviolet light at 360 nm, the 

reconstitution with menadione, the inhibition with TTFA, antimycin A, 

J HDQND and myxothiazol, enable us to suggest that in the Baci l lus 

cereus the oxidation course fer NADH and suc:cinate are not equivalent 

as far as the use of menaquinone as a measure in the electron trans-

fers is concerned; similarly the results favor the hypothesis that 

the primary acceptor of the electrons of SDH is a cytochrome b, and 

there probably exists between them a structural functional connec-

tion. Dn the other hand, the action site of TTFA is probably not 

present, or it is modified in Bacillus cereus, and there seems to 

e>:ist a complex III, which is different from that of mitochondria. 

Finally, it is suggested that there exist two action sites fer HOQNO: 

ene with a high affinity in the oxidatien pathway of succinate and 

thr other of 101"1 affinity in the route ef NADH, and least a commom 

action site fer beth succinate and NADH oxidase with antimycin A. 



INTRODUCC ION 

Los sistemas respiratorios bacterianos son complejos en su composi-

ciOn, organización y regulación genética. Es caso general, la exis-

tencia de sistemas ramificados con múltiples deshidrogenasas capaces 

de donar electrones directamente (sin mediación de NAO> a una o más 

cadenas de transporte de electrones <1>. Del mismo modo, la salida 

de los electrones hacia el oxigeno puede estar mediada hasta por tres 

diferentes citoc:romos OHidasas (citoc:romos aa::ii:, e_1 y Q_) qLle pLteden 

ser distinguidas por su afinidad al D:z y su sensibilidad al cianuro 

(2 - 41. 

La composición cuantitativa y cualitativa de los sistemas respirato-

rios bacterianos es variable aún dentro de una misma especie, no pa-

reciendo existir relación estequiometrica entre los componentes indi-

viduales <2, 4, S>. De acuerdo con las condiciones de crecimiento: 

Tensión de oxigeno, naturaleza de la fuente de carbono y edad de cul-

ti va, una misma bacteria puede variar ampliamente su composición de 

citocromos, quinonas y deshidrogenasas <2, 4 - 6>. Tensiones eleva-

! 
J 

la eHpr•&ión de los citocromos ~ y aa3. La en-

presión de citocromos a,, incluido el cit. tiende a ser elevada 

J 
1 



lNd'1fjiPhcji1;1ht@m•nt• de la concentrac:iOn de O:z; sin embargo, se ha de-

Mostrado que en ~ s.QJ.i., existen cuando menos cuatro tipos diferen-

tes de c:itocromos ~ qLte son dificiles de distingLtir espectralmente y 

que se expresan diferencialmente de acuerdo a la tensión de Da C2, 3) 

y asociados a diversas cadenas de transporte de electrones. Es com-

plicado entenderlos porque es dificil distinguir sus componentes in-

dividuales~ su estequiometr.ta y 

-funcionan. 

las distintas secuencias en las que 

En términos generales podemos agrupar a los componentes de diversos 

sistemas respiratorios bacterianos en tres sectores 'funcionales 

(Fig. lA): El sector de entrada, constituido por múltiples deshidro-

genasas y flavoenzimas, un sector intermedio que puede ser una via 

com~n o formada par vías paralelas, aqu1 encontramos a las quinonas, 

centros fierro-azLt'fre, citocromos de tipo .E. y ~' y en ocasiones, me

taloproteinas. El sector de salida puede estar constituido hasta por 

tres citocromo oxidasas diferentes (cits. aa3, ~y ~) cuando el acep-

en ausencia de ~ste, las bacterias facLtltativas 

crecidas en anaerobiosis pueden utilizar aceptores inorgánicos como 

el nitrato y sulfato 6 aceptares orgánicos diversos. Para cada caso 

habrá una reductasa especifica y en muchos casos un citocromo de tipo 

'2.. ó e;_ que enlaza a la redLtc:tasa terminal con los sectores previos de 

la cadena. 

Las 

18>; 

bacterias contienen varios tipos de quinonas liposolubles CFig. 

sin embargo, las más frecuentes son las ubiquinonas derivadas 
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A 

OXIDASAS ---> 0 2 

SUSTRATOS 
ORGANICOS -----> 
<incluyendo NADH> 

CITOCROMOS: 
DESHIDROGENASAS~ . /a,, a 2 , a3, o 

QUINONAS, CENTROS 
Fe:S, otras METALO-
PROTEINAS y CITOCRO-
MOS del tipo b y c. 

SUSTRATOS 
-----> FLAVOENZIMAS 

~ ~ REDUCTASAS: 
:::1ND3, N02, so: 

INORGANICOS 

B 

o 

é'c..._c"~c-;;CH3 
~)!'c~c/c°""c"c1c"c'c1H ~~~,c~~i~c">c1H 

~ 1 1 ~ l 1 Jn 

II 

ACIDOS ORGANICOS 

II I I 
Filoquinona Henaquinona ("Q-n> Desmeti1quinona <DMQ-n) 

o o 

CH3 )<!. 
"c::s Ce 

CH~'c-;~c:;.CH3 

~~~ /1 /c._ f CH~/ª1lr/'T/t e e, e "'e 
~ 1 

IV V 
Plastoquinona <PQ-n> Ubiquinona <Q-n> 

FIGURA 1. A. Posibilidades de composición y organización de los sis
temas respiratorios bacterianos. Esquema de acuerdo a N.S. Gel"man. 
<7>. B. Estructura de (1) filoquinona, (lll menaquinona, <III> des
met i lquinona, (IV) plastoquinona y <V> ubiquinona CB>. 



del 2-3 dimetoxi-S-metilbenzoqutnona en las cuales un derivado poli-

isoprenoide ocupa la posición b. Por otro lado, tenemos a las mena-

qutncn•• (Vitamina K3l derivadas directamente de la menadiona <Vit. 

K:a> ' a la cual se le adiciona Ltna cadena isoprenoide en la posición 

tres del anillo de naftoquinona. Las quinonas bacterianas Q, MQ, y 

Df1Q tienen una función análoga a la ubiquinona <CoQ) en la mitocon-

dria, funcionando como transportadot~es móviles de electrones y 

dentro del plano de la membrana citoplasmática, entre el sector de 

deshidrogenasas y citocromos de tipo ~; SLI papel como transportadores 

de electrones ha sido probado por diversos grupos de investigación 

C9, 10, 11>. Las cadenas respiratorias bacterianas poseen Q, MQ, DMQ 

o combinaciones de ellas. 

Las bacterias Gram-positivas casi siempre sintetizan MQ y su radical 

poliisoprenoide va de n=7 a n=lB (8). En el género Bacillus C12> 

fundamentalmente se halla la MQ-7; 

duce MQ-8 en adición a MQ-7 (12>. 

Gram-negativas aeróbicas estudiadas 

sin embargo, ~. thurengiensis pro

La mayor parte de las bacterias 

(8>, tienen exclusivamente Q-4 a 

Q-10; •ientras que, las anaerábicas facultativas sintetizan mezclas 

de Q, MQ y DMQ; por ejemplo, en ~· coli, a baja tensión de 02 se in-

cre9enta el nivel de MQ-8 y se reduce la cantidad de Q-B (7) • La 

coexistencia de varias quinonas en las bacterias que pertenecen a la 

familia Enterobacteriaceae (Escherichia, Klebsiella y Proteus) su-

giere que tengan una función diferencial (6, 8) debido a sus muy dis

tintas po-tenciales redox <Tabla 1). 
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Tabla I. Potenciales redox estándard de las quinonas a pH 7.0 re
lativo al electrodo de hidr6geno normal. 

Qui nona 

11Q 

Dl1Q 

Q 

E·o CmV) 

-74 

+36 

+112 

Re'ferenc i a 

13 

14 

13 

Los valores de potencial redox enlistados en la tabla anterior predi-

cen que las tres quinonas podrian funcionar como aceptares de la 

NAOH-deshidrogenasa <E·o NAOH/NAD = -340 mV>, y de hecho asi ha sido 

probado para los casos estudiados (15). Experimentos con mutantes 

deficientes en quinona C 10, 16)., o membranas irradiadas a 360 nm para 

destruir la quinona endógena <11, 15, 17>, han demostrado que la oxi-

dacit.l de NADH puede ser reestablecida por cualquiera de las tres 

quinonas, independientemente de la naturaleza de la quinona endógena 

destruida por U. V. o eliminada por mutación. 

Del mismo modo, los potenciales redox de las quinonas <tabla I> su-

gieren que Q y DMQ pero no MQ, pueden servir como mediadores en la 

o>:idac:i6n de suc:cinatc por 02 6 nitrato <15). El planteamiento es 

consistente con la observación de que en preparaciones de membranas 

bacterianas depletadas de quinonas por luz ultravioleta C3ó0 nm> o 

mediante extracción con pentano., la oxidación de succinato pudo ser 

reactivada por Q 6 DMQ, pero no por MQ; estos experimentos han sido 

realizados en bacterias que poseen Q o MQ como quinonas endógenas 

5 



<maltiples autores citados por KrOger, en 1b> .. Los resultados con 

ciertas bacterias Gram-positivas que solo sintetizan MQ muestran que 

la oxidación de succinato no está mediada por MQ (16, 18, 19). 

En apoyo de lo anterior hay que senalar que el par succinato/fumarato 

tiene un potencial redo~ E'o +30 mV; por otro lado, el grupo de 

Konings <20> reportó que el cOR1plejo de succinato deshidrogenasa-

cit. ~tiene un potencial E'o = +65mV. De acuerdo a los potenciales 

anteriores, las quinonas de tipo Q y DMQ podr1an actuar eficientemen-

te como aceptares de electrones en la oxidación del succinato y del 

mismo modo se juzga dificil la participación de MQ en la misma via ya 

que su potencial E'o = - 74 mV está muy lejos de los potenciales del 

par succinato/fumarato <E·o = +30 mV> y del complejo succinato des-

hidrogenasa-cit. E. CE'o = +65mV). 

SISTEMA RESPIRATORIO DE Bacillus cereus. 

Desde hace tiempo nuestro laboratorio está comprometido en el estudio 

de la ca.posición, organización y regulación del sistema respiratorio 

de ª"" Cereus (4., 11., 21) .. Los resultados obtenidos revelan que esta 

bacteria Gram-positiva tiene un sistema respiratorio complejo formado 

por dos deshidrogenasas: NADH-DH y succinato-DH, una menaquinona 

J .C"Q-7>, cuando menos dos tipos de citocromos B·= ~y~. un cit. 

J -~ y tres oxidasas terminales: cits.-ªª~• Q y g. E>:perimentos rea-

lizados por Escamilla y Benito (11> revelaron que la oxidación de 

NADH era totalmente eliminada por irradiación a 360 nm, lo que demos-

tró la participación obligada de la MQ en el transporte de electrones 

6 



a partir de NADH. En esa misma oportunidad se demostró que la oxida-

ción de succinato era parcialmente eliminada solo después de largas 

exposiciones a la luz ultravioleta. Se demostró que después de la 

irradiación, la oxidación de NADH fue restaurada de manera completa, 

por la adición de menadiona a las membranas fotoinactivadas, pero no 

se hicieron mAs experimentos tendientes a dilucidar las diferencias 

el comportamiento cinético de las dos vias de oxidación frente a la 

luz ultravioleta, ni sobre la capacidad de menadiona para restaurar 

la respiración en ambos casos. 

A la luz de los antecedentes descritos en páginas anteriores juzgamos 

intet"esante llevar a cabo un estudio en -ª· c:ereus tendientes a escla-

recer las diferencias en las vias de transporte de electrones para 

NADH y succinato, especialmente en lo referente a la participación de 

la MQ en la secuencia de transportadores de electrones utilizada por 

una u otra vla, para acceder a la cadena de citocromos intermedios y 

terminales. 

los efectos 

Como estrategia experimental central, decidimos estudiar 

de la luz ultravioleta (360 nm> sobre la cinética de 

transporte a partir de NADH y succinato, la reconstitución con análo-

gas de MQ, especialmente menadiona. Paralelamente juzgamos conve-

nientemente estudiar, en las dos vias, la cinética de inhibición con 

inhibidores caracterlsticas del complejo II: Anti1nicina A, HOQNO y 

mixothiazol (citas y descripciones mAs adelante>; y caractertsticas 

de la succinato deshidrogenasa en su lado reductor <TTFA>; por tanto, 

los inhibidores competitivos de la SDH como el malonato, oxaloaceta

to, pirofosfato, entre otros, no son incluidos en el presente estudio. 
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1. CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN BACTERIAS 

1.1 QUINONAS 

La participación de las quinonas Q, MQ y DMQ, ~n el transporte de 

electrones en bacterias, ha sido demostrada mediante tres estrategias 

experimentales: Extracción de la quinona con n-pentano, destrucción 

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

de la quinona por mutación. cualesquiera que sea la estrategia uti

lizada, se ha comprobado la función por medio de e>:perimentos de re

constitución con análogos como la menadiona 6 con quinonas fisio16gi-

cas. A continuación comento algunos casos descritos en la literatura 

que me parece antecedentes importantes al presente trabajo. 

Se ha demostrado que la luz U. v. <360 nm) destruye a la MQ- 9 en 

membranas de Mycobacterium phlei <18) y las membranas fctoinactivadas 

pierden la capacidad para oxidar NAOH 6 succinato. La actividad con 

NADH se restauró al agregar la quinona endógena de análogos relacio-

nades. Por otro lado, la actividad de succinato oxidasa no pudo ser 

reestablecida por nafta 6 benzoquinonas por lo que se sugiere que en 

esta vla podria existir un segundo componente fotoinactivable e 
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indispensable para la oxidación del succinato. 

En Baci l lLls brevis <22) que contiene MQ-7, la fotoinac:tivac:ión ó la 

extracci6n de la quinona con n-pentano causó la pérdida de la activi-

dad con el NADH <no se dieron datos para succinato> y los experimen-

tos de reconstitución con la quinona natural, "fracasaron. En este 

sentido, el grupo de Kon.ings <10> demostró más tarde, en ª-· subtilis, 

que la reconstitución con quinonas naturales exige de condiciones 

experimentales muy especiales para lograr la integración de la quino-

na natural a la membrana. 

La fotoinactivación de membranas de Aerobacter aerogenes <17> des-

truye la Q-B con la pérdida consecuente de la capacidad para oxidar 

NADH 6 succinato, actividad que se recupera casi totalmente, al re-

.constituir con Q-B u otros análogos. Es interesante hacer notar que 

en esta bacteria donde Q-8 es la quinona natural, a diferencia de tl· 

phlei donde la quinona es MQ-9 < 18), la actividad con succinato es 

reversible a la "fotoinactivación y se reestaura al reconstituir el 

sistema con la quinona Q-8. 

Por experi~entos de extraccifln y reincorporación <n-pentano> de la 

l t1Q-7 en Bacillus megaterium <9>, se ha demostrado que esta naftoqui-

i 
- 1 

J 

nona media el transporte de electrones con Q-glicero"fosfato, malato 

6 NADH hacia el oxigeno 6 fumarato como aceptares terminales. La 

misma técnica aplicada a Azotobacter vinelandii <23) ha demostrado 

que una benzoquinona Cil-B es un intermediario obligado en la O>:idaciOn 

del NADH, el NADPH, el hidrógeno, el ma1ato y también el succinato. 
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Nuevamente, aqui tenemos otro par de bacterias donde en una se 

demuestra la participación de una benzoquinona <Q-8, fh._ vinelandii> 

en la oxidación del succinato y otra, conteniendo naftoquinona <HQ-7, 

~ megaterium> donde su participación no es clat"a. 

En el caso de mutantes deficientes en quinonas, se ha demostrado que 

el mutante aro-D de Bacillus subtilis, casi diferente en la síntesis 

de su naftoquinona endógena MQ-7 presenta actividades respiratorias, 

muy disminuidas, para NADH y succinato. La reconstitución de este 

mutante con menadiona (precursor directo de HQ-7) produjo la restau

rac iOn de la actividad con NADH pero no, con el succinato <16). 

La evidencia experimental acumulada sugiere que en bacterias (15) al 

igual que en mitocondria <24>, las benzoquinonas Q-n y CoQ-n actuan 

como aceptares naturales de electrones en la vla de oxidación del 

NADH y el succinato y este papel f isiol6gico está de acuerdo con los 

potenciales redox anotados en la tabla I. Por otro lado, se puede 

afirmar que las naftoquinonas MQ-n bacterianas participan en la oxi

dación del NADH y otros sustratos como malato, a-glicerofosfato, 

hidrógeno y NADPH; todos el los con potenciales redo>: muy elec:tronega-

ti vos. Del mismo modo, no se ha podido demostrar que las naftoquino-

nas bacterianas actuen como aceptar obligado en la oxidación del suc-

cinato. Tanto el par succinato/fumarato, como los complejos caracte-

rizados de succinato deshidrogenasa, 

electropositivos que hacen dificil 

tienen potenciales 

la utilizac,ión de 

como aceptares de electrones (Tabla J). 

1 ú 

redox muy 

naftoquinona 



Contrastando con lo anterior, la situación es diferente cuando habla-

.-os de la participación de las naftoquinonas en sistemas respirato-

rios que utilizan al fumarato como un aceptor terminal de electrones 

(algunas bacterias facultativas>;por ejemplo, en Vibrio succinogenes 

( 151 que utiliza el fumarato como aceptar terminal y acumula el suc-

cinato como producto final reducido, la MQ sirve como intermediario 

entre el complejo de formato reductasa-c:it. !2. (E 'o = -200 mV> y el 

complejo de cit. ~-fumarato reduc:tasa (E'o = -20 mV>. Asi, se ve que 

la ttQ con su potencial redox, E'o = -74 mV, resulta el aceptar/dona

dor de electrones mas adecuado para funcionar entre los complejos de 

la formato red.-cit. p_ (-200 mV) y la fumarato red.-c:it. '2.. <-20 mV>. 

E>:perimentos en ~. suc:cinogenes (15) han demostrado que la reducción 

del fumarato a partir del formato, en membranas fotoinactivadas y 

restauradas por MQ (E'o = -74 mV>, Dt'IQ (E'o = +36 mV>; pero en cam-

bio, la Q <E'o = +112 mV) ya no es funcional en la reconstitución .. 

EL complejo fumarato reductasa <25> unida a la membrana citoplásmica, 

tiene tres subunidades diferentes <tt ... 79000, M.- 31000 y M ... 2500(1) se 

encuentra inegablemente emparentada con el complejo de la succinato 

deshidrogenasa: Su estructura oligomérica, secuencia de aminoácidos, 

grupos prostéticos y un cit. ~' asi lo aseguran; sin embargo, catali-

zan sentidos contrarios de una misma reacción y de acuerdo a esto 

parecen haber seleccionado la quinona mas adecuada a su sentido de 

catAlisis: Q 6 DMQ en la oxidación de succinato, 6 MQ y DMQ en la 

reducción de fumarato. 
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1.2 CITOCROl'IDS 

Los citocromos tienen un papel central en la transducción de la ener

gla biológica en organismos eucariontes y procariontes. Son hemopro

te1nas especializadas, donde el grupo heme es un compuesto tetrapi

rról, ~armando una porfirina, que contiene en su centro un Atomo de 

hierro (figura 2>, este último transporta un electrón y su estado os

cila entre el reducido <Fe•2 ) y el oxidado <Fe•3 ). Las sustituciones 

.en el C-2, C-4, C-5 y C-8 originan diferentes propiedades de absor

bancia y de potencial de óxido-reducción estándar de los citoc:romos 

(261. 

De una manera general existen cuatro clases de citocromos: 

1. Ci toe: romo ª-• Contenido en la citocromo o:·:idasa aa::s, en la C:Ltal 

el grupo heme posee un éter ciclico sustituido y un formilo. 

2. Citoc:romo ~

oxidables; cit. 

Comprende formas múltiples de citoc:romos ~no auto

oxidasa g_, cit.~ y P-46(1, en donde el protohemo 

es igual al que se encuentra en la hemoglobina y mioglobina. 

3. Citoc:romo ~· En este grupo se incluyen los citocromos !;,., ~' Sa.s... 

e;:!., c 4 , etc; su grupo heme está unido covalentemente a la proteína 

via enlaces tioéter entre el C-2 y C-4 y la cadena lateral de los 

residuos de cisteina en la proteina. 

4. CitocrD1Bo ~. Esta clasificada como una cit. oxidasa ~ <cit.e..a>, 

caracterizándose porque en el heme la doble ligadura entre las posi

ciones siete y ocho está saturada con hidrógeno. 
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Hemo C-2 C-4 C-5 C-B 

a -CH=CH.:z-'. -,CHO 

__________ ,.;. ______ _;.:.:_ ___ .::_~_.:., ___ ·_:,.;..:...;..-:.......:.:_....;_:.... _ _: __ _ 
b -CH=CH:z _____________________ .::_.;_.::...::.....:.:.:;.-_ _;:,;__:;_::;~-~-:..,-_;_.:..;. __ 
e 

ci!:H::z ):z 

booH 
<~H::z) ::z 

booH 
d -CH-R 

bH 

FIGURA 2. Estructura heme de los citocromos. 

En general, el espectro diferencial <red menos oxid) de cualquier 

cit. manifiesta tres bandas principales de absorción en la región vi-

.sible del espectro electromagnético, esto es, la región a (540 - 650 

nm), la B <510 - 535 nm) y la de Soret <410 - 460 nm). La principa-

les excepciónes son los citocromos ª-• los cuales no muestran una ban-

da a significativa, y los citocromos ~, que dan una seNal muy débi 1 

en el Soret. Las bandas de absorción ~ son las más adecuadas para 

estudiar los citocromos ya que resultan bien separados los maximos de 

de cada uno. La región Soret es de gran sensibilidad, pero de menor 

resolución y confusa por la absorbancia de f lavinas y las intensas 

bandas de U.V. cercana, de los nucle6tidos de nicotinamida. Los má-

ximos en a están normalmente comprimidos en una región de longitud de 

onda estrecha, son complejas y de magnitudes peque"as (26). 
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La t~cnica de espec:trofotometr1a diferencial <red menos oxid) sumi-

nistra información sobre la identidad de los citocromos presentes, su 

concentración y su estado de óxido-reducción en células enteras, mem-

branas. y en preparaciones solubilizadas y purificadas de los cito-

cromos por un m.~todo adecuado. La tabla 2 presenta una guía para las 

longitudes de onda de los espectros en la región ~ en varias bacte-

rias a temperatura ambiente y de nitrógeno líquido, en algunos casos 

complementados con el tratamiento matemático de derivadas superiores; 

además, el análisis espectral de los citocromos aa3, ª' ~' ~' ~ y ~ 

fueron realizados en condiciones diferenciales de red menos oxid; 

mientras. el cit.9 fué de reducido+ CD menos reducido; finalmente, 

las bacterias crecieron en presencia de oxígeno y fueron 

en fase exponencial o estacionaria. 

14 
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Tabla 2. Longitudes de onda de los principales picos en la región (540-650) 

MAXIMO DE LONGITUDES 
CITOCROMOS 

B. subtilis B. cereus E. coli 

ªª3 601(20)• 602(11) 

ª3 592(20) 592(11)•• 

ª1 590(30) 

b 558(31) 555(11) 556,558, 
559,554(20) 562(3) 

e 550,554(20) 548(11) 548,551.5(30) 

d 630(11) 624(3) 

o 556(20) 562(11) 555(3) 

• El número entre paréntesis indica la referencia 
**Membranas de células esporulantes 

DE ONDA (nm) 

M. phlei 

601(27) 

590(27) 

S559,563,N563 
5563(32) 

551,553(32) 

567(27) 

Thermophil:l.c 
bacterium PSJ 

603(28) 

593(29) 

554,561(28) 

547,552(28) 

557(28) 



2. COMPLEJOS PROTEICOS DE LA CADENA RESPIRATORIA 

Las membranas están compuestas de una manera general de diferentes 

enzimas, proteinas y lipidos. En cuanto a las proteinas, hay biomem

branas con una sola especie de proteina tal como la bac:teriorodopsina 

en Halobac:terium halobium y otras biomembranas que contienen protei.-

nas que realizan diferentes funciones, entre estas tenemos: 

téticas, transportadoras y bioenergétic:as. 

2.1 MEMBRANA MITOCONDRIAL 

Biosin-

El sistema de la cadena respiratoria en eucariontes se encuentra en 

la membrana interna mitocondrial; funcionalmente, está compuesto de 

cinco complejos enzimáticos-lipidicos (24>: 

Complejo I <NADH: ubiquinona 6xidorreductasa>, que contiene aproxima

damente 25 polipéptidos diferentes, un FMN y centros de Fe-S; 

complejo 11 <succinato: ubiquinona óxidorreductasa>, compuesto de 

cuatro polipéptidos, un FAD, centros de Fe-S y un cit.~; 

complejo III <ferrocitoc:romo ~ óHidorreductasa>, tiene de 9 a 10 po

lipéptidos, centros de Fe-S, cit.~, cit • .Ee•• y un cit•S..!J 

complejo IV (ferrocitocromo ~= oxigeno 6xidorreductasa>, formado por 
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8 polipéptidos, hemos ªy ~ Cu. y Cub 

complejo V <ATP sintasa>, contiene de 12 a 14 polipéptidos, nucleóti

dos de adenina y Mg•2 • 

2.2 MEMBRANA PLASMATICA BACTERIANA 

Los sistemas respiratorios bacterianos son más complicados que el de 

mitocondria y se ha demostrado en bacterias la existencia de los com

plejos I, II, III, V y de un grupo de hemoproteinas distintas estruc-

turalmente denominadas citocromo oxidasas, 

complejo IV de mitocondria. 

con función anéloga al 

La NADH OH de ~- coli <33> ha sido la más ampliamente estudiada en 

bacterias, tiene un M ... de 47 Kdaltones, un FAD, al parecer no tiene 

centros de Fe-5 no heme; por otro lado, en 1ª,. sub ti 1 is se ha en con-

trado una subunidad de M ... de 6401)0 de poca hidrofobicidad y con un 

FAD (34). El complejo bes. se ha purificado en tres bacterias (35, 

36, 37> y se ha sugerido su existencia en ª-· subtilis <20>. 

Las oxidasas terminales de diferentes poblaciones de bacterias C2, 5) 

poseen propiedades funcionales similares a las de mitocondrias; su 

aislamiento ha demostrado una composición polipeptidica mucho más 

sencilla; Anraku (5) las divide en dos grupos dependiendo del dona-

dar directo de electrones: Citocromo ~ oxidasa (clase l) y quinol 

o>:idasa Celase II>. En S,. ~ (3) en condiciones aeróbicas la cito-

cromo o>:idasa g Cban~> forma un complejo con cit.t!,es .. ::2; mientras, el 
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cit.~ está estructural y funcionalmente unido al cit.Qe•o• 

2.3 SUCCINATD DESHIORDGENASA-CITOCRDMD Q EN BACTERIAS 

La suc:cinato deshidrogenasa (SDH; EC 1.3.99.1. > Csuc:cinato: (aceptor) 

óxido-reductasaJ es una flavoenzima de Fe-S, que cataliza la oxida-

c:i6n de succinato a fumarato en el ciclo del ácido tricarboxilico y 

dona equivalentes reductores a la cadena respiratoria. Ha sido es-

tudiada en eucariontes y procariontes (38); la SDH de bacterias <39 

- 46> muestra una composición similar a la SDH de mitocondria. Tiene 

dos subunidades no ·idénticas: una flavo-proteina de Fe-S <Fp) que 

tiene un H.,. de 60000 a 79000 con el grupo prostético de flavina unido 

covalentemente a 8 a-N(3) His, y una proteína de Fe-S ( Ip > de M ..... 

25000 a 31000. 

La SDH puede ser liberada de la membrana en presencia de un deter-

gente en forma de complejo con uno o dos polip&ptidos pequenos; en la 

mayoria de las bacterias uno de los polipéptidos pequenos ha demos-

trado ser un tipo de cit.~<41, 42, 45 - 47). En la bacteria gram-po-

sitiva aeróbica 5!_. subtilis, el cit.b 15~ ... es una proteina transmembra-

nal que une a la SDH a la superficie interna de la membrana citoplás-

mica <4B., 49) • El complejo SDH-cit.be~• es análogo al complejo mito-

condrial <24>, perO difiere de este en que el cit. bacterial es redu-

cido rápidamente en membranas asi como también en el complejo aislado 

(47)' de donde se infiere que el cit.be!!!Se es el aceptar primario de 

los electrones después de la oxidación de succinato. Konings y cola-

l 
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boradores <20> han informado que el complejo SDH-cit.Q.~ en 'ª-· 
subtilis tiene un Em = +65mV, lo cual hace pensar que la MQ-7 (-74mV> 

no pueda funcionar como el aceptar inmediato, en la posible sequencia 

operacional de los componentes de la cadena respiratoria. 

Para s_. col i (41, 50) y Mic:t"'ococcus luteus (42) hay evidencias de que 

la SDH se encuentra unida a la membrana citoplásmica por dos polipép-

tidos hidrofóbicos, uno de los cuales ha sido caracterizado para 

ambas bacterias como c.it.b!5o•• Por otro lado, se ha investigado pa

ra la SOH de Rhodospiri l lLlm rubrum (40) y de Rhodopseudomonas 

sphaer•oides (43) las sLlbunidades Fp, e Ip y al pat"ecer, no están aso

ciadas con un cit.~. 
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3. INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

Para la investigación de las v1as y mecanismos del transporte de los 

electrones y de la fosforilación o>:idativa en eucariontes y proc:a

riontes, los inhibidores son un instrumento muy útil; por ello se 

describen a continuación. 

3'.1 INHIBIDORES DEL COMPLEJO II <SUCCINATO: UBIQUINONA OXIDOREDUCTASAl 

Las carboxanilidas y el TTFA son potentes inhibidores de la oxidación 

de succinato y bloquean la transferencia de electrones entre el cen-

tro S-3 de la SDH y la quinona, sin afectar la reducción de 5-3 por 

succinato, pero si la actividad de la succinato-Q reductasa <24, 38, 

51, 52) .. 

En un estudio comparativo Jurtshuk y colaboradores (51) demostraron 

que 2.9 µg de TTFA/mg de prote1na inhiben el 50Y. de la actividad 

succinato oxidasa de mitocondria de riffon de res y se necesita para 

este mismo porcentaje de inhibición 2220 J.19 de TTFA/mg proteína en 

Azotobacter vinelandii. 

El cit. ~del complejo 11 de mitocondria (24) está compuesto por dos 



pol ipéptidos de M ... 15500 (Cz z-~> y 135(1(1 CCz z-4> y al parec:er desem-

pe"ª" un papel indispensable en el sitio de ac:c:i6n del TTFA. Se ha 

reportado C52) que al resolver los componentes del complejo Il, SDH 

y los dos polipéptidos Czz-~ y Czz-4, desaparee: e 1 a ac: ti vi dad Q re-

ductasa sensible a TTFA; sin embargo, c:uando estos dos polipéptidos 

se combinan con la SDH, se restaura, la actividad Q reductasa sensi-

ble a TTFA, de donde se sugiere que los dos polip~ptidos son nec:esa-

rios para la unión espec:1f ica del inhibidor. Finalmente, en bac:te-

rias ha sido muy esc:aso el estudio del sitio y mecanismo del TTFA. 

3.2 INHIBIDORES DEL COMPLEJO 111 <FERROCITOCROMO ~ OXIDORREDUCTASAl 

La informac:i6n obtenida de la utili=aci6n de inhibidores en mitoc:on-

dria es extensa, en particular los que actúan en el nivel del c:omple-

jo bc: 1 y están c:lasific:ados en tres grupos, de ac:Llerdo c:on su sitio 

de acción (54>. Los del grupo I, inhiben la oxidacibn de QH2 en dos 

j. niveles al mismo tiempo (centros de Fe-S y la reducción de cit.12,!..): 

i 
J 

mixotiazol, estrobilurinas y andemansinas. El grupo lI, inhibe la 

reoxidaci6n de los centros de Fe-5 y de hidroxiquinonas. Finalmen-

te, los inhibidores de la reduccibn de Q (oxidación del centro bh): 

antimicina, funiculosina, HOQNO y NQNO. El gen mitocondrial para el 

cit. ~del complejo 111 ha sido clonado de la célula L mutante de ra-

tOn, con una resistencia aumentada a HOQNO y a otros inhibidores (54>. 

En bacterias no hay un estudio detallado sobre los sitios y mecanismos 

de acción de los inhibidores del complejo Ill. En ~. phlei el NHQNO 
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inhibe la o>:idaci6n de succinato en un 9BY. y la de NADH en un 60Y. 

<18> y por estudios de cinética de reducción (32) se sugiere para la 

via de succinato un cit. b•!!!S•:s sensible a NHQNO. En -ª.· megaterium 

(9) se ha postulado que el punto de acción del HOQNO está localizado 

entre la MQ y el cit. Ri_, cL1ando se L1tiliza c:omo sL1stratos el NADH, 

malato y glicerol-1-fosfato. 

En membranas de ª-.· cereL1s el HOQNO inhibe en mLlc:ho mayor potencia a 

la succinato oxidasa que a la NADH oxidasa (55). Enª· subtilis el 

HOQNO y la antimicina A afectan fuertemente la o>:idación de NADH 

(56); el espectro diferencial cuando se utiliza suc:cinato, revela que 

el HOQNO bloquea'el transporte de electrones al cit. aa"! y muy proba

blemente al cit. ~ C47). 

En Proteus rettgeri C6) el HOQNO inhibe la respiración con NADH, suc

cinato y formato en un sitio común, localizado entre la Q y cit. 12.L· 

En células de F'aracoccus denitrificans (57) la antimicina inhibe en-

tre dos citocromos ~ y cit ~· El transporte de electrones de forma-

to a fumarato en ~ succ:inogenes C58) es inhibido entre un cit. g_ 

(-20(1 mV) y MQ. El Bac:teroides ruminicola (59) y Bac:teroides fragi-

1 is (6(1) tienen sitios de inhibición diferentes para HOQND, entre 

NADH y un cit. t:!._ Cvia menor), y entre MQ y un cit. e_, respectivamente. 

En las bacterias fotosintéticas Rhodopseudomonas sphaeroidgs (61 -

63) y Rodopseudomonas capsulata C64, 65) se ha avanzado mLlc:ho más en 

el estudio del sitio y mecanismo de ac:ci6n de los inhibidores del 

complejo be~ mitocondrial que en el resto de microorganismos. 
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4. METODOS Y MATERIALES 

Para el presente estudio,· se utilizó una cepa silvestre de Bacillus 

cereus aislada y caracterizada por Andreoli y colaboradores (66). 

4.1 MEDIO DE CULTIVO, CONTROL DEL CRECIMIENTO V RECOLECCJON 

Para el crecimiento, se utilizó el medio de casaminoácidos <CAAS) 

descrito por Sterlini y Maldelstam (67>, el cual carece de fuente de 

carbono fermentable y tiene la siguiente composición: 

hidrolizado de caseina <casaminoácidos libres de vitamina), 0.4% 

L-glutamico, 0.37. 

DL-alanina, 0.2Y. 

Asparagina, 0.1% 

J 
t1g504 , O, 027. 

_J 

Mnso •• 4H:zO, 0.005% 
¡ 
¡ CaC1 2 .2H:zO, 0.0025% 
' 

Feso ... 7~0, (1. OCI005'l. 

CoSD-.. 7H:zD, O. l"J00Cl2% 

J 
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znso ... 7H20, o. c:1005'l. 

El cultivo aeróbico se real i z6 en un biofermentador con capacidad 

para 25 litros, construido por el Centro de Instrumentos de la UNAM. 

Las condiciones de cultivo fueron: 30ªC, 250 rpm y un flujo de aire 

burbujeado a través del medio de 8 a 12 litros/minuto. Para iniciar 

el cultivo, se utilizó un in6culo de 0.1 partes del volumen contenido 

en el biofermentador. El in6culo se prepara de acuerdo con la técni-

ca de cultivo activo de Collier (68), consistente en hacer por lo me

nos cinco transferencias (1/50) seriadas en fase logaritmica media, 

<intervalos de tres horas) esta técnica se siguió con el objeto . de 

homogeneizar y sincronizar el crecimiento. El crecimiento se siguió 

espectrofotométricamente a 540 nm, y el grado de sincronia se deter

minó por microscopia de contraste de fases. 

Las células en fase estacionaria se colectaron por centrifugación en 

una centrifuga Sharples <modelo T-1) de flujo continuo. El paquete 

celular se lavó cada vez por tres veces con 100 ml de amortiguador de 

Tris-HCl 50 mM pH 7.4 en presencia de M9Cl2 5mM y CaCl2 5 mM Camorti-

guador TCM> , mediante centrifugación a 5(11)0 rpm por 10 min. 

utilizando una centrifuga Sorvall RC-58. Las células fueron fraccio-

nadas inmediatamente o almacenadas a -70ªC. 

4.2 FRACCIONAMIENTO CELULAR Y OBTENCION DE MEMBRANAS 

Las células se resuspendieron en el amortiguador de TCM <un gr/ml) en 
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presencia de PMS-f y se rompieron en el Oyno-Mill tipo KDL con perlas 

de vidrio de 0.1 a 0.2 mm de diametro. Las células enteras fueron 

·eliminadas por centrifugación a 5000 rpm durante 10 min.; el sobrena-

dante obtenido se centrifugó a 40000 rpm por 30 min. con el fin de 

sedimentar las membranas, las cuales fueron lavadas cada vez por tres 

veces con bO ml de amortiguador de TCM bajo las mismas condiciones; 

finalmente, las membranas fueron utilizadas inmediatamente 6 almace-

nadas a -70"'"C. La concentración de proteína se determinó mediante el 

método de Lowry t69). 

4.3 ENSAYOS ENZIMATICOS 

4.3.1 Oxidasas 

Las actividades basales se midieron por el método polarográfico, 

utilizando un oximetro Yellow Spring modelo 53. El medio de reacci6n 

en un volLlmen final de 2.2 ml contenia fosfato de potasio 100 mM pH 

7.4 para los ensayos de NADH y succinato oxidasa y con un pH b.B 
1 
j para Ascorbato-TMPD oxidasa y un 1.0 mg. de proteina membranal; estos 

J 
ensayos se realizaron a temperatura de 30c:sc y las actividades se ex-

presan como nAt02 consumidos por min. por mg. de proteína 

J tnAt02/min/mg prot>. 

J 4.3.1.1 NADH y succinato oxidasa 

1 La reacción de NADH oxidasa se inicia con la adición del sustrato 

J 
1 
j 
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NADH a concentración final de 0.5 mM al medio de reacción. Para me-

dir la succinato oxidasa, a la mezcla de reacción (fosfato de potasio 

100 mM pH 7.4 + membranas) se le agrega 15 µl de succinato 0.6 M, se 

incuba durante cinco min y se inicia a la reacción con succinato 

O.b M a una concentración final de 40 mM. 

4.3.1.2 Citocromo !:... o>:idasa <Ascorbato + TMPD oxidasa> 

La actividad se midió utilizando una mezcla de TMPD 8 mM y ascorbato 

de sodio o.e M pH 7, como el sistema que transfiere directamente los 

electrones al citocromo ~· A la actividad resultante se le resta el 

peque"º consumo de oxigeno que OCLlrre en ausencia de membranas, 

debido a la auto-oxidación de los sustratos. 

4.3.2 Oxidorreductasa 

Las actividades de las oxidorreductasa presentes en las membranas 

celulares se determinaron por un método espectrofotométrico a 

temperatura ambiente. Se utilizó el DCPIP <azul) que cambia a leuco 

cuando ocurre la reacción de o>:ido-reducción. Estos ensayos se rea-

1 izan de acuerdo con lo descrito por Lang y colaboradores (70); la 

reducciOn del DCPIP se siguió a 600 nm, con un coeficiente de extin

Cián molar (C.E.M.) de 21 <mM. cm>- 1 para un volumen total de un ml. 

La actividad se expresa en nmoles de DCPIP reducidos por min por mg 

de protetna. 

4.3.2.1 NADH: DCPIP oxidorreductasa 



La reacción enzimática es la siguiente: 

NADH + DCPIP <azul) -----------> NAO + DCPIPHz Cleuco> 

La mezcla de reacciOn contenia fosfato de potasio 94 mM a pH 7.4, 

KCN 0.1 mM, DCPIP 0.08 mM, NADH 0.2 mM y se inici6 la reacción con la 

adición de las membranas (0.1 mg proteina). 

4.3.2.2 Succinato: PMS + DCPIP oxidorreductasa 

La reacción enzimAtica es la siguiente: 

Succinato + PMS -----------> Fumara to 

PMSH,, + DCPIP <a=ul) -----------> PMS 

+ 

+ 

PMSHz 

DCPIPH= 

La mezcla de reacción contenia fosfato de potasio 87 mM a pH 7.4, 

KCN 1 mM, succinato 42 mM, membranas <0.1 mg proteina>, se preincubó 

durante cinco min y se inició la reacción con PMS 0.975 mM y DCPIP 

0.08 mM. 

Los inhibidores respiratorios se prepararon de la siguiente manera: 

KCN en amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 7.4; antimicina A y HOQNO 

en Df1SO y el mixotiazol en etanol absoluto; las cantidades de 

solventes utilizados no tuvieron efecto sobre la actividad de las 

enzimas respiratorias. 

4.4 FOTOINACTIVACION DE LA HENAQUINONA 

La menaquinona endógena de ~. cereus, se destruyó por medio de luz 

U.V. de 360 nm., para este propósito, 10 ml de membranas (10 mg pro-



teina> se depositaron en una caja de Petri abierta, colocada sobre 

hielo y bajo una lampara UVSL-25 (Long wave) a la distancia de 11 

cm. De la suspensión se tomam muestras a diferentes tiempos de irra

diación, cuantificándose la actividad de o>:idorreductasas y o>:idasas 

remanentes. 

Las membranas inactivadas. por irradiación fueron reconstituidas con 

2-metil-1,4-naftoquinona <menadiona>. La menadiona fué disLtelta en 

etanol absoluto y las cantidades agregadas de alcohol no tuvieron 

efecto sobre la actividad de las enzimas respiratoria. 

4.5 ANALISIS ESPECTRAL DE LOS CITDCRDMOS 

Los espectros diferenciales de los citocromos se determinaron en un 

espectrofotómetro Aminco DW 2a. Para los espectros a temperatura am-

biente, se utilizaron celdas de vidrio de 1.0 cm de paso de luz. Las 

preparaciones fueron hechas en glicerol al SOY., para evitar la sedi

•entaciOn; mientras que los espectros a temperatura de nitrógeno li-

quido (77'"'"1() se real i;:aron en celdas de 2 mm de paso. Las prepara-

cienes contentan glicerol al 30%, para evitar la cristalización. 

Para la obtención de los espectros en equilibrio de flujo <steady 

state> las preparaciones se congelaron justo después de affadir y mez

clar <vortex) los sustratos. La oxidación total de las membranas·en 

la celda de referencia se logró mediante la adición de unos cristales 

de persulfato de amonio y su reducción total se obtuvo con unos cris

tales de hidrosulfito de sodio. Los sustratos empleados fueron NADH 

28 



2.5 mM, succinato 30 mM o ascorbato 10 mM + TMPD 0.1 mM. La cinéti-

ca de reducción de los citocromos se realizó en una celda de vidrio 

de 1.0 cm de paso de luz y con glicerol al 50%; las concentraciones 

finales de los sustratos fueron iguales a las citadas anteriormemte. 

4.6 NUTRIENTES V REACTIVOS 

Los nutrientes utilizados en la preparación del medio de cultivo 

fueron de marca Bioxon. La tris base, los inhibidores de la cadena 

respiratoria y los donadores de electrones de Sigma Chemical Co. 

Para todos los demás casos se utilizó indistintamente marca Baker o 

MercJ~ en su correspondiente grado de "reactivo analizado" 



5. RESULTADOS 

Con el propósito de comparar las actividades respiratorias, se creció 

a ª-· cereus en condiciones aeróbicas en distintos medios de cultive. 

Las actividades de las o>:idasas y deshidrogenasas de membranas de cé-

lulas crecidas en medio CAAS (Tabla 3) mostraron niveles más elevados 

que en medio G modificado <21). Por consiguiente se utilizó para el 

TABLA 3. Actividades respiratorias presentes en membranas de ª· 
cereus crecidas en diferentes medios de cultivo. 

Enzimas Actividad Especifica* 

Medio CAAS Medio G 

Oxidorreductasas 

NADH: DCIP 150 55 

Succinato: PMS-DCPIP 350 86 

OKid.asas 

NADH 50 20 

Succinato 25 7.5 

Ascorbato-TMPD 38 17 

* Oxidorreductasas: nmoles de DCPIP reducido/minuto/mg de pr-oteina. 

* Q){idasas: nAtO~ consumido/minL1to/mg de proteína. 



resto de los experimentos membranas de c:élulas de ª-· c:ereus crecidas 

en medio CAAS hasta la fase estacionaria;es decir, alrededor de seis 

horas despues de haberse iniciado el crecimiento en el biofermentador. 

5.1 EFECTO DEL TTFA EN LA ACTIVIDAD DE LA SUCCINATO OXIDASA 

Para profundizar en la secuencia de transferencia de electrones, los 

inhibidores son un instrumento muy importante; por consiguiente, se 

decidió comparar el efecto del TTFA sobre la o,:idación de succinato 

en las membranas de 'ª· cereus y Rhizobium phaseoli. La figura 3 

muestra L1na gran sensibilidad de la succinato oi:idasa en B· phaseoli, 

y se observa que se inhibe el 50'l. de la actividad con 3.9 µg de TTFA/ 

mg de prote1na y se inactiva totalmente con una concentración 1C:1 ve

ces mayor; mientras en 1ª_. cereus, el TTFA no tuvo efecto sobre la ac-

tividad de la succinato oxidasa. Como era de esperarse, el TTFA, 

tampoco tuvo efecto sobre la actividad de Succinato Deshidrogenasa en 

.É!• cereus. 

Se ha sugerido que los dos polipéptidos del cit.~ del complejo II de 

la cadena respiratoria de mitocondria, desempeMan un papel indispen

sable~· en el sitio .de acci.6n del TTFA <52>; ya que este inhibidor blo-

quea la. transferenci·a de electrones entre el centro 5-3 de la SDH y 

la Q; es decir, afecta la actividad succinato-Q reductasa. La act i-

vidad succinato-Q reductasa C71, 72> se recomienda medirla directa-

mente en el complejo II purificado de la cadena respiratoria, porque 

as1 se evita cualquier posible artefacto en los experimentos. 
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El experimento anterior, sugiere que probablemente el sitio de este 

inhibidor no esté presente o se encuentre modificado en ~- cereus; 

sin embargo, en R· phaseoli posiblemente el sitio de acci6n del TTFA 

sea semejante al de mitocondria. 

5.2 FOTOINACTIVACION DE LA MENAQUINONA Y RESTAURACION DEL TRANSPORTE 
DE ELECTRONES EN LA CADENA RESPIRATORIA DE ª-· cereus 

[ Tenolttrifluoroacetono, TTFA J .)JM 

8 16 Z4 3Z 40 48 56 64 
100 

~ 
B. cereus 

111 
~ 80 ., -e ., 
e 60 C> 
E SUCCINATO OXIDASA ., 
a: 
'C> 

40 
C> 
:2 
-~ 20 -<> < R. phaseoli 

4.875 9.75 14.63 19.5 Z4.37 Z9.25 34.IZ5 39 

· }'Q de TTFA I mg de . proteína 

FIGURA 3. Efecto del TTFA sobre la actividad de la succinato oxidasa 
( , 0) en membranas de ª-.· cereus y de IS:.• phaseol i. La actividad ·de 
la SDH está representada por los circules cerrados. La actividad es
pecifica se expresa como 7. de la actividad remanente con respecto al 
control sin TTFA. Las actividades basales para ~· cereus fueron si
milares a las registradas en la tabla 3. La actividad de la succina
to ox i.dasa para -B.· phaseol i fL1e de 165. 

._ . ..,;. 



El resultado del experimento precedente estaba indicando la posible 

existencia de una via no MQ-7 para el sitio del TTFA, en la o>:idación 

de succinato por I!,. cereus lo cual podria confirmarse por la inacti

vación selectiva de la quinona endógena y la posterior reincorpora

ción de análogos de MQ. Al irradiar las membranas con luz U.V. cer

cana (360 nm> se inactiv6 un 50% en la oxidación de NADH <Figura 4A> 

en los primeros 15 min de exposición; mientras, que la actividad de 

la succinato oxidasa no fue afectada en ese tiempo. La actividad de 

la NADH oxidasa se inactivó totalmente después de 60 min de irradia-

ción, en tanto que un 63Y. de la actividad original de la succinato 

oxidasa sobrevivió al mismo tiempo de irradiación. Las actividades 

enzimáticas de ascorbato-TMPD oxidasa, NADH DH y SDH no fueron afee-

tadas, lo que parece asegurar que el tratamiento con U. V. inactivó 

especfficamente a la quinona. 

El transporte de electrones con NADH como sustrato en membranas foto

inactivadas de I!· cereus pudo ser reconstituido por la adición de me

nadiona, un análogo de la MQ. Al agregar menadiona bisulfito en con

centraciones crecientes <Figura 4B> a membranas irradiadas, se incre-

menta la velocidad de oxidación de NADH hasta 11 veces con respecto 

a la actividad remanente después de la irradiacién; 

esta ;'~::actividad·. espec.1fica .a la :de.- las membranas ,si·n 

velocidad de oxidación de succinato en presencia 

correspondiendo 

irradiar. La 

de menadiona 

bisulfito aumenta hasta en 1.33 veces, alcanzando la actividad origi

previa a la irradiación. 
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-Figura 4. (A) Fotoinactivación de la menaquinona por U.V. (360 nm) y su efecto sobre las acti
vidades respiratorias de membranas de !· cereue. Las muestras fueron removidas al tiempo indi
cado y ensayadas para NADH oxidasa (O). succinato (A), y para ascorbato-TMPD oxidasa, NADH, DH 
y SDH que estin representadas por los c!rculos cerrados. Las actividades espec!ficas se expre
san como % de la actividad remanente con respecto a las membranas no tratadas, (B) Efecto de 
dos diferentes menadionas sobre la velocidad de oxidación de NADH y succinato en membranas irra
diadas con U.V. (360 nm). Las actividades basales fueron similares a las registradas en la Ta
bla 3. Los experimentos se realizaron como se describen en materiales y métodos. 



Cuando a las membranas fotoinactivadas se le suministró menadiona so-

luble en etanol <Figura 4B> hasta niveles de saturación, la actividad 

de la NADH o>:idasa se estimuló alrededor de 67 veces y, con respecto 

a las membranas sin irradiar, fue de 6.7 veces. El efecto sobre la 

actividad de la succinato oxidasa fue hasta de 2.3 veces y un incre-

Mento de 1.S veces comparada a la actividad basal. 

Estos experimentos se realizaron con actividades especificas pareci-

das a las registradas en la Tabla 3, y se obtuvieron resultados de 

o>:idasas que son semejante a los de la Figura 4, Además, es necesario 

seftalar que la reactivación se realizó a pH 6.6 donde la auto-oxida-

ción de la menadiona reducida <menadiol> es baja <21>. 

Les resultados anteriores permiten llegar las siguientes conclu-

sienes: 

1. Al irradiar con luz U.V. (360 nm> a las membranas de ª· cereus se 

afecta especificamente a la quinona endógena, esto se demuestra por-

que las actividades de ascorbato-TMPD oxidasa, NADH DH y SDH no su-

fren cambio alguno en el tiempo de exposición; no ast, la NADH oxi-

dasa que muestra una disminución del 90'l. en membranas irradiadas y 

que es reconstituida por menadiona. 

2. En•:consecuencia, es· posible ·pensar que· la MQ-7 es un .intermediario 

obligado para la transferencia de los.electrones en la o~:idación de 

NADH; y sin embargo, para la oxidación de succinato no parece ser de-

terminante. 
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3. La sugerencia de una via para o>:idaci6n de NADH que necesita la 

11Q-7 y otro camino para la oxidación de succinato que depende par-

cialmente de ella, requiere proponer un aceptar diferente de la MQ-7 

como primer aceptor de los electrones que salen de la SDH, por lo que 

se hizo imprescindible un análisis más detallado de la reducción de 

los citocromos, en particular los de tipo ~. 

5.3. REDUCCION DE LOS CITOCROMOS DE MEMBRANAS DE g. cereus 

Se realizaron los espectros diferenciales Cred menos oxid) de membra

nas no irradiadas e irradiadas utilizando NADH y succinato como sus

tratos, con la meta de registrar la reducción individual de cada cit. 

y asl profundizar en el objetivo propuesto. En la Figura SA se ob-

serva en las membranas no irradiadas en presencia de NADH, 

reducciOn del cit.~ y del resto de citocromos en los 

muy poca 

primeros 

cinco min.; enseguida, al alcanzarse la anaerobiosis, aumenta rápida-

eente la reducción de todos los citocromos; por otro lado, en las 

•embranas irradiadas, el NADH practicamente no causa reducción de los 

citocromos. En las membranas no irradiadas como en las irradiadas en 

presencia de succinato <Figura SB>, se observo una reducción inmedia

ta de .. cit. bp•o que se mantiene constante en el tiempo. Con.succina

to el ·:ni·vel ·de reducción de: ci.t. ~·.es más elevado en los .primeros 

cinco 111in, con respecto .... a ·la reducción de .. 61oste cit •. cuando se 

utiliza NADH como sustrato. 

Par.a .. obtener ·.una mayor sensibilidad y resolución de los espectros di-
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.Figura 5. (A) Espectros diferenciales (red menos oxid) a temperatura ambiente de membranas no 
tratadas (--) y fotoinactivadas (----) con luz U.V. (360 nm) durante 120 min. El NADH y suc
cinato fueron mezclados con las membranas (4.5 mg de prote!na/ml) e inmediatamente se empezaron 
a registrar los espectros. Los experimentos se realizaron como se describen en materiales y 
métodos. (8) Se graficó el delta de reducción de cit. b560 a partir del tiempo de cada espec
tro de SA. 



~erenciales. las membranas fueron congeladas a la temperatura de ni

tr6geno liquido (77af<). Membranas no irradiadas e irradiadas usando 

NADH y succinato como sustratos, se incubaron a diferentes tiempos y 

se congelaron a 77e>f<'.. 

La Figura 6A muestra que en presencia de suc:cinato las membranas no 

irradiadas como las fotoinactivadas, mantienen las niveles de reduc

ción aproximadamente iguales; cuando a las membranas irradiadas se le 

agrega menadiona 300 µM, y se incuban por 5 min. se mantiene el mismo 

nivel de reducción de cit. bn--7 ~~ Ca temperatura ambiente corresponde 

al cit. ~) y aumenta en forma ligera la reducción de c:it.s!!!!!!e;2 y de 

cit.~c•o:3>. 

Si ahora, a las membranas fotoinactivadas que han perdido la capaci

dad de oxidar NADH, se les adiciona menadiona 300 µM <Figura 6B>, 

entonces se observa nuevamente la reducción de todos los citocromos 

y a un nivel más alto. En resumen, la reducción de citocromos por 

NADH fué abolida después de irradiación y recuperada cuando se adi

cionó menadiona; en cambio, el succinato presenta altos niveles de 

reducción para el cit. ~y ésto no fué .afectado por la irradiación 

ni por la adición de menadiona. 

Debido a •.la·. compleja .composici·On .de. los picos de absorción- de· los ci-

,-tocromos de tipo t!_-·y··~ ·en ;la· reg"i-6n de .540 a 575 nm.·como ·se ·.vió. en 

los experimentos precedentes fué necesario realizarlos en modo dual 

(doble longitud de onda vs tiempo>, con el fin de ver solamente la 

cin-~tica. de r.educciOn de cit. b (560-575 nm) por NADH 6 succ:inato. 
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FIGURA 6. Espectros diferenciales <red menos oxid) a temperatura de 
nitrógeno liquido a pH 6.6 de membranas no tratadas <control> e irra
diadas con luz U.V. (360 nm> por 60 min. Succinato CA> y NADH <B> se 
taezclaron con membranas (9 mg de proteina/ml) y fueron sumergidas 
en nitrógeno liquido en el tiempo indicado. Los experimentos se rea
lizaron como se describen en materiales y métodos. 
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La reducción enzimAtica total a 560 nm fue inmediata con succinato 

(veáse Figura 7> tanto para membranas no irradiadas como irradiadas. 

Con NADH como sustrato, en membranas no irradiadas el nivel de re-

dL1cción de cit. q_ fué de un 30'l. en los primeros minutos en relación 

con lo ocurrido con succinato; la transición a la anaeróbiosis que 

sucede alrededor de los seis minutos; lleva a la reducción total de 

citocromo 12.. que se logra después de los 11 minutos con la concentra-

ci6n de proteína usada. Con membranas irradiadas y NADH se reduce 

•uy poco el cit. ~ y asi se mantiene a lo largo del tiempo. 

6A: 

10.005 

,....---::..----.-e-=~-~--~-~-~--~-=--=--~-=------__,-=-=-=--=-~-=--==-
¡--------· 
~ 
•• • SUCCINATO 

1 minuto 

~==~-~"-""--~--~-=------~..,.) _______________________ _ r------___ ... __ _ 
+ 

NADH 

FI~A 7. Cinética de reducción de cit. b (560-575 nm> de membranas 
no irradiadas <-------> y fotoinactiVadas <-----> can luz U.V. (360 nm> 
durante 60 min. La mezcla de reacción fue como la descrita en mate
riales y métodos, con 4.5 mg proteina/ml. 
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Las evidencias precedentes senalan que cuando se adiciona succinato 

se produce la reducción inmediata y elevada de un cit. de tipo ~~ 

independientemente de si las membranas han sido fotoinactivadas o no. 

La .enadiona no cambia los niveles de reducción para cit. ~; fenómeno 

contrario al que sucede al aftadir NADH; de donde se apoya la existen

cia de vlas diferentes para la oxidación del NADH y el succinato, y 

se sugiere que un tipo de cit. ~ diferente sea el primer aceptar de 

los electrones de la SDH. 

Para avanzar en el conocimiento de las dos posibles vias para la 

transferencia de electrones desde NADH y succinato, se decidió ver 

el cotnportamiento del sistema respiratorio en presencia de los 

inhidores del complejo 111 de la cadena respiratoria de mitocondria. 

5.4 EFECTOS DE LOS INHIBIDDRES DEL CDt1PLEJD bes DE MITDCDNDRIA 

Para iniciar el estudio de identificación de los sitios de inhibi

ciOn, se decidió ver el cetnporta .. iento de la NADH y succinato o>:idasa 

en concentraciones crecientes de HOQNO, antimicina A, y mixotiazol. 

En la Figura BA se muestra que con 0.35 pM y 4 pM se inhibe el 50% de 

la oxidaciOn de.succinato. y NADH, .respectivamente. Por otro lado, la 

cin~tica. de· inhibición" con1, antimic.ina· A, ensefla-.·que · .se .inhibe- .el. 50%. 

de la· actividad de NADH y succinato oxidasa con aproximadamente 

25 µl"I. <Fig BB>. 

:. La· ·Figura,.9 .. muestra que :el mixotiazol practicamente no afecta las 
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FIGURA B. Efecto del HOQNO y antimicina A sobre la actividad de 
la NADH oxidasa y succinato oxidasa en membranas de ª• cereus. La 
actividad especifica se expresa como ;. de la actividad remanente con 
respecto al control sin HDQNO o sin antimicina A. La actividad ba
sal de la NADH oxidasa fué de 100 y de la succinato oxidasa fué de 40. 
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act.iv.idades de la NADH y succinato O)!idasa en membranas de É!.· cereus 

hasta en concentraciones de 26.8 J.19 ·-mixotiazol/mg proteina; en !3.· 

phaseoli la ·succinato· tampoco --fué·· afectada, pero en cambio, la ax i-

dación de NADH se inhibe completamente con t.07 µg mixotiazol/mg pro-

teina. 

La cinética de inhibición NADH y succinato oxidasa con los tres inhi-

bidores·del complejo bc1 sugieren las siguientes conclu~iones: 

·'IOO 

~ 
80 .. -e .. 

e 60 CI 
E 
u o: 
"CI 

40 
CI 

"CI 

.~ 
.2 -<> < 

FIGURA 9. 

mlxotlazol pM 
5 10 15 20 

NAOH y succlnalo oaldoaa 

. -~ NAOH oxidoso 

R. phaHoll ' ......... succlnata o•idaso 

5.36 10.72 16.08 

pg de mlxotlazol / mg de 

Efecto del mixatiazol 

21.44 

proteína 

a. cereus 

25 

26.8 

;;ucc:inato O):idasa en membranas de.1ª_ •. cereus y B· phaseol i. La acti
·vidad especifica se expresa como el % de la actividad remanente con 
'respec·tO·ºiill control sin'mixotiazol .... La actividad basal de la NADH 
-oxidasa fué de· 145 y de 200, y de la succinato oxidasa fué de 33 y 
48 '.pat"a .. ª-.. cer"eus Y .. ~. phaseol i, respectivamente. 
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t. Que en ~- cereus existen dos sitios de inhibición para el HOQNO, 

uno de muy al ta afinidad con una leso de O. 35 µM en la via de O>:ida

ci6n de succinato y otro, menos sensible, con una leo de 4.0 µM en la 

ruta de la NADH oxidasa. 

2. El bloqueo del transporte de electrones en la oxidación de succi

nato y NADH por antimicina A, sugiere por lo menos un sitio de acción 

com<an con una 1!50 de apro>:imadamente 25 µM. 

3. Ya que el mixotiazol bloquea dos reacciones al mismo tiempo en el 

complejo ~: La transferencia de electrones de QH2 a la proteína 

Fe-S de Rieske y al cit.b!!!!!l••t y el hecho de que este inhibidor (26.8 

pg mitoxiazol/mg proteína> no afecta la actividad de la NADH y succi

nato oxidasa en membranas de -ª· cereLts, se infiere un posible comple-

jo 111 diferente al de mitocondria. Por otro lado, la inhibición de 

la actividad de la NADH o>:idasa en 13.. phaseoli por mi>:otia:::::ol sLtgie

re, que al parecer existe en éste un complejo·III semejante al de mi

tocondria; sin eabargo, el mixotiazol no afecta la oxidación de suc

cinato, sugiriéndose una ruta alternativa para la transferencia de 

electrones a partir de éste sustrato. 
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6. DISCUSION 

Los resultados obtenidos en la presente tesis, hacen necesario modi

~icar e1 esquema inicialmente propuesto por nuestro laboratorio (11>, 

para el transporte de electrones que provienen de la oxidación de 

succinato y NADH en la cadena respiratoria de §. cereus. 

La irradiación con lu::: U.V. (360 nm) de membranas de-ª· cereus se ha 

probado que destruye la quinona endógena, y con esto practicamente se 

suprime la oxidación de NADH <Figura 4). La oxidación de succinato 

en las •e.branas irradiadas <Figura 4> se mantiene en un 65%, y el 

efecto de las dos menadionas es poco importante comparado a lo que 

sucede con NADH <Figura 5). Si estos resultados lo relacionamos con 

el potencial redox de la t1Q <Tabla l> y del par succinato/fumarato, 

esto sugiere que la MQ probablemente no es el aceptar primario de la 

SDH. 

Al p~tular una entrada di:ferente para los electrones. donados por SDH 

a la cadena respiratoria, .~:pueden: existir varias· pcs·ibilidades. La ' 

primera podrfa· ser que la SDH pasará sus .electrones a. un .cit·. ':la_ 'libre 

o inti~a•ente asociado a la SDH, en este ültimo caso existiria un 

complejo SDH-cit. ~ que tendria un potencial redox, adecuado para 
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usar a la l1Q cDlfto aceptar; también, podria existir un complejo SDH-

e: i t. 12_ que tuviera un E'"'3 demasiado positivo, pat"a no usar a la MQ 

conKJ un aceptar y entonces requeriria un aceptor diferente, con un 

potencial más positivo, quizas otro citocromo. 

El anAlisis espectral de los citocromos <Figura b> y la cinética de 

reducción de cit. ~ <Figura 7) en presencia de succinato puso de ma-

nifiesto una reducción inmediata y total de un cit. e., inclusive su-

pet"'ior que la cantidad de cit • .Q. reducido por NADH en los primeros 

cinco minutos; el fenómeno anterior ocurrió tanto en las membranas no 

irradiadas CDlnO en las Totoinactivadas, lo cual sugiere la existencia 

de un complejo entre la SDH y un cit • .Q. en el cual la MQ no tendria 

participación. 

Konings y colaboradores <20> informaron que en ~· subtilis el comple-

jo SDH-cit. e_ tiene un E'"'3 = +65 mV y el primer cit. t!. reducido en la 

via de oxidación de NADH tiene un E' 0 = +140 mV; además, proponen que 

J el complejo SDH-cit.be~a transfiere los electrones a la MQ-7 (E'o = 
-74 •V), sin ninguna evidencia experimental que apoye esta propuesta 

-¡ 
_J y a pesar de la gran diferencia de potencial redox que existe entre 

SDH-cit. ~(E'o = +65) y a la MQ-7 <E'o = -74>. Por otro lado, en mu-

'.:,.tantes· de···ª-·: .. subtil-is "def.icientes ,en-MQ <aro"D), al· . .:tdic:ionat"' mena-

¡. .diana, se.' restaur;"a. la .actividad de la NADH oxidasa, ·pero no. la acti

vidad de la succinato o>:idasa· <16>. •.Estos ·resu·ltados son· controver-

' J siales pues por un lado sugieren que la MQ-7 6 su análago: Menadiona, 

participan·. en. la oxidación de succinato y sin embargo, no explican el 
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porque aro D reconstituida en menadiona es incapaz de oxidar succi

nato. 

En ª-· subtilis (73> el cit. b='-- del complejo SDH tiene un peso mole

cular de 22, 700 y es muy di fe rente del cit. ~ del complejo I I de 

~itocondria que tiene dos polip~ptidos necesarios para la actividad 

succinato-Q reductasa sensible a TTFA (52>. Tratando de establecer 

una posible similitud entre el complejo SDH-cit. b!5~~ deª-· subtilis 

y el sugerido para ~- cereus, y aunado al hecho de que no se afecta 

la oxidaciOn de succinato por TTFA <Figura 3) 9 se sugiere que el si

tio de acción de este inhibidor no está presente o se encuentra modi

ficado en ª-· cereus. 

Se ha demostrado para algunas bacterias que los sitios de acción para 

HOQNO y antimicina A son diferentes, 

sistema respiratorio de mitocondria. 

situación que no sucede en el 

La cinética de inhibición (Fi-

gura B> sugiere diferentes sitios de acción para HOQNO y antimicina. 

Para el HDQNO hay dos sitios, uno de alta afinidad <0.35 µM> en la 

via de oxidaciOn de succinato y otro mucho menos sensible (4.0 µH> en 

la ruta d1~ la NADH oxidasa. Proponemos que el sitio de alta afinidad 

posiblemente se encuentra cerca o en el cit. ~ del complejo puta

tivo ·.de SDH7"cit •.. <.Q.;, y el de.baja_afinidad,_entre la MQ :y el cit.~ 

o en este · •i smo e i:t. t!,.~ Por· otro .lado,."·al parecer para la antimici-- · · 

na existe un sitio comón.-para las .v1as, .que .. posiblemente seria . el 

cit. baea, aunque no se descarta·la posibilidad de otro sitio no con

vergente para las dos vias. 
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El mixotiazol es citotóxico a células eucarióticas y por lo general 

no a~ecta el crecimiento de bacterias gram-positiva ó gram-negativa 

(74>; esta susceptibilidad podria ser debido a las barreras de per-

meabilidad o por modificación quimica del inhibidor por la bacteria. 

Finalmente, tomando en cuenta que el mixotiazol tiene dos sitios de 

acción en el complejo be,., y el hecho de que este inhibidor no afecte 

el transporte de electrones en las membranas deª· cereus <Figura 9>, 

se deduce también que podria existir un complejo 111 en las membranas 

de E!_. cereus difet~ente al de mitocondria C53). 

De los resultados obtenidos en esta investigación proponemos una mo-

dificaciOn al esqua.a postulado para el sistema respiratorio aeróbico 

de E!_. cereus (11>, el cual es mostrado en la Figura 10. F'or· analogia 

con el sistema respiratorio de E!_. subtilis <20) proponemos que dos 

vias alternativas están comprometidas en el transporte de electrones. 

La primera, procede a través de la NADH OH, MQ y cit.bNo~a; la segun-

da, va del posible complejo estructuro-funcional SDH-cit.Ja!'!l'oa al cit. 

Se hace la salvedad de que los sLtb1ndices 558 y N558 para 

los dos posibles citocromos t!_ solo es una manera de diferenciarlos 

formalmente. 

Succinato-~-soH---bee• 

~.c94.--a+as 

---->· ª= 

---> º=· 
> o~ 

---...:,. o ---------~ ·o::z 

.~igu~a 10. Esquema propuesto para el sistema respiratorio aeróbico 
·de 1ª_. :cereus. 
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RECOMENDACIONES 

1. Para completar esta investigación seria necesaria la extracción 

con n-pentano de la quinona endógena (59) y la reconstitución con MQ-

7 y sus análogos. Sin embargo, seria muy importante detectar espec-

trofotD111étricamente en forma directa la MQ en las membranas, para lo 

cual se podrla utilizar el método de. PodzuNeit y colaboradores (75) 

•edificado, el cual minimiza la dispersión de la luz con.un incremem-

to en la sensibilidad y rango espectral comparado a la técnica tradi-

cional del espectro diferencial. 

2. La localización exacta de los sitios de acción de los inhibidores 

HOQNO y antimicina A requiere de un estudio combinado de espectrofo-

ta.etr1a di~erencial, barrido en modo dual de la reducción de los ci

tocromos y la cinética de reducción 'de los citoc:romos E. y s. en dife-

rentes condiciones. 

3 •. C:O.o se menciono • la .. zona del espectro 540-570 nm es compleja y 

• difici:·1 de resolver ·en sus·~componentes .indiv.iduales. de";los .. citocromos 

e• -· por ott"'o lado, la resolución.en el ensayo potenciomé.tt"ico de 

los citocromos parece ser insuficiente para lo complejo de las cade-

nas respiratorias ~amificadas en bacterias. El tratamiento con deri-

., l.• 



vadas de los espectros difet"enciales a 77~K en la región de 540 a 570 

nm per~itirla incrementar la resolución de los citocromos presentes 

(301. Si a la propuesta anterior se le agrega el estudio de la inte-

graciOn del análisis potenciom~trico con el método para la desconvo-

1uci6n (descomposición> de la región de 540 a 570 nm a 77-t<C20) per

•itiria la resolución m~s a.aplia, necesaria para la distinción de los 

citocromos '2.. y i;.. en membra"nas de ª-· cet"eus. 

4. Serla de gran ayuda para el estudio de la cadena respiratoria de 

§.. cereus solubilizar el complejo putativo de SDH-cit.~ en forma 

activa con un detergente no itrlico; por ejemplo, Triton X-100, como 

se ha reportado para §.. sLtbtilis (39), tl• luteus C42) y tl· phlei (45). 

El complejo SDH-cit.b;nsa puede ser purificado por el procedimiento 

seguido en tl• phlei C45) o por una estrategia de contra inmunoelec

troforesis (39 y 42>. 
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