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RESUMEN

En el presente trabajo, se estudid el papel de la menaquinona en e}
transporte de los electrones que vienen del NADH y el succinato .en
las membranas de Bacillus cereus; ademas, se investigo =1 probable
primer aceptor de la succinato deshidrogenasa (SDH) finalmente, se
observé el efecto del tenoil—trifluorcacetona (TTFA) y de los inhibi—
dores del complejo bcs de la cadena respiratoria de mitocondria, so~—

bre la cadena respiratoria de Bacillus cereus.

Los experimentos de irradiaciéon con luz ultravioleta de 3460 om, re—
constitucién con menadiona, inhibicién con TTFA, antimicina, HOGND y
mirxotiazol, nos permiten sugerir gue en Bacillus cereus, la via de
oxidaciéon para NADH y succinato no son equivalentes en cuanto al uso
de la menaquinona como mediadora en el transporte de los electrones;
igualmente, los resultados favorecen la tesis de que e)l aceptor pri-—
mario de los electrones de la SPH es un citocraomo b, y probablemente
exista enlre ellos una conexidtn estructuro—funcional. Por otro lado,
el sitio de accion del TIFA probablemente no esté presente o se en—
cuentre modificado en Bacillus cereus, y al parecer podria existir un
complejo 111 diferente al de mitocondria. Por Gdltimo, se sugiere que
existen dos sitios de accian para el HOGNDO, uno de alta afinidad en
Ia via de axidacidn de succinato, y otro de baja afinidad en la via
de la NADH oxidasa; y por lo menos un sitio de accion comGn para am—

bos succinato y NADH oxidasa con la antimicina.
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SUMMARY

In this paper the role of menéquinone in electron transfer in the
electrons that come from.NADH and the succinate in +the Bagillus
cersgus membranes was studied; moreover, the probable firet acceptor
of the succinate dehydrogenase (SDH) was investigated; finally, the
effect of thenoyltrifluoroacetone (TTFA) and the inhibitors of the
complex bc, of the respiratory chain of mitochondria over the respi-

ratory system of Bacillus cereus was observed.

The experiments of irradiation with ultraviolet light at J60 nm, the
reconstitution with menadione, the inhibition with TTFA, antimycin A,
HOQND and myxothiazol, enable us to suggest that in the Bacillus
cereus the oxidation course for MADH and succinate are not eguivalent
as far as the use of menagquinane 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 cytechrome b, and
there probably exists between them a structural functional connec—
tion. On the other hand, the action site of TIFA is probably not

present, or it is modified in Bacillits gcereus, and there seems to

exist a complex III, which is different from that of mitochonderia.

Finally, it is suggested that there exist two action sites for HOGQNOD:
ane with a high affinity in the oxidation pathway of succinate and
thr other of low aftfinity in the route of NADH, and least a commom

action site for both succinate and NADH oxidase with antimycin A.
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INTRODUCCION

tos sistemas respiratorios bacterianos son complejos en su composi-—
cion, organizacidon y regulacitn genética. Es caso general, la exis-
tencia de sistemas ramificados con maltiples deshidrogenasas capaces
de donar eplectrones directamente (sin mediacidn de NAD) a una o méas
cadenas de transporte de electrones (1). Del mismo modo, la salida
de 1los electrones hacia el oxigeno puede estar mediada hasta por tres
diferentes citocromos oxidasas {(citocramos aax, o, y d) gue pueden

ser distinguidas por st afinidad al Oz y su sensibilidad al cianuro

2 - 4).

La composicidn cuantitativa y cualitativa de los sistemas respirato-
rios bacterianos es wvariable altin dentro de una misma especie, no pa-
reciendo existir relacién estequiométrica entre los componentes indi-—
viduales (2, 4, 5). De acuerdﬁ con las condiciones de crecimiento:
Tension de oxigeno, naturaleza de la fuente de carbono y edad de cul-—-
tivo, una misma bacteria puede wvariar ampliamente su composicién de
citocromas, quinohas y deshidrogenasas (2, 4 — 4). Tensiones eleva—
Has de Bz favorscen isa expresitén de los citocromos ¢ ¥ 83ax. La ex—

presion de citocromos b, incluido el cit. o, tiende a ser elevada



independientemente de la concentracisen de Oz; sin embargo, se ha de-

mostrado que en E. coli, existen cuando menos cuatro tipos diferen—

tes de citocromos b que son dificiles de distinguir espectralmente y
que se expresan diferencialmente de acuerdo a la tension de 0z (2, 3)
Yy asociados a diversas cadenas de transporte de electrones. Es com-
plicado entenderlos porque es dificil distinguir sus componentes in-
dividuales, su estequiometria y las distintas secuencias en las que

funcionan.

En términos generales podemos agrupar a los componentes de diversos
sistemas respiratorios bacterianns en tres sectores funcionales
(Fig. 1A}: El1 sector de entrada, constituido por mtltiples deshidro-~
genasas y flavoenzimas, un sector intermedio que puede ser una via
comun © formada por vias paralelas, aqui encontramos a las quinonas,
centros fierro—-azufre, citocromos de tipo b ¥ ¢, ¥ en ocasiones, me—
taloproteinas. El sector de salida puede estar constituida hasta por
tres citocromo oxidasas diferentes (cits. aasz, o ¥y d) cuando el acep-—
tor final es ®l Oz; en ausencia de éste, las bacterias facultativas
crecidas en anaeraobiosis pueden utilizar aceptores inorganicos como
el nitrato y sulfato 6 aceptores organicos diversos. Para cada caso
habra una reductasa especifica y en muchos casos un citocromo de tipo
b © ¢ gue enlaza a la reductasa terminal con los sectores previos de

la cadena.

Las bacterias contienen varios tipos de quinonas liposolubles (Fig.

1B}); sin eabargo, las mas frecuentes son las ubiquinonas derivadas
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FIGURA 1. A. Posibilidades de composicion y organizacién de los sis-—
temas respiratorios bacterianos. Esgquema de acuerdo a N.S. Gel man.
(7). B. Estructura de (I} filoguinona, (I1) menaquinona, (II1l) des-—
metilquinona, (IV}) plastoguinona y (V} ubiquinona (8).
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del 2-3 dimetoxi—5-metilbenzoquinona en las cuales un derivado poli-
isoprenoide ocupa la posicion &. Por otro lado, tenemos a las mena-—
quinonas (Vitamina Ka) derivadas directamente de la menadiona (Vit.
Kz), a la cual se le adiciona una cadena isoprenoide en la posicidén
tres del anillo de naftogquinona. Las quinonas bacterianas @, MQ, y
DMQ tienen una funcion analoga a la wbiquinona (Cofl) en la mitocon—
dria, funcionando como tramsportadores moviles de electrones y H*
dentro del plano de la membrana citoplasmatica, entre el sector de
deshidrogenasas y citocromos de tipo bj su papel como transportadores
de electrones ha sido probado por diversos grupos de investigacion

(9, 10, 11). Las cadenas respiratorias bacterianas poseen Q, ML, DMQ

o combinaciones de ellas.

Las bacterias Gram-positivas casi siempre sintetizan MR y su radical
puliisnprennide va de n=7 a n=18 (8), En el género EBacillus ;12)
fundamentalmente se halla la MQ-73 sin embargo, B. thurengiensis pro-
duce MR-B en adicion a MRQ-7 (12). La mayor parte de lacs bacterias
Gram—negativas aerdbicas estudiadas (8), tienen exclusivamente Q-4 a
Q-10; wmientras que, las anaerdbicas facultativas sintetizan mezclas
de @, MQ y DMQ3; por ejemplo, en E. coli, a baja tension de O= se in-
cresenta el nivel de MA-B y se reduce la cantidad de Q-8 {7). La

coexistencia de varias quinonas en las bacterias que pertenecen a la

familia Enterobacteriaceae (Escherichia, Klebsiella y Proteus) Su-

giere que tengan una funcién diferencial (&, 8) debido a sus muy dis-—

tintos po—tenciales redox (Tabla 1).



Tabla 1. Potenciales redox estandard de las quinonas a pH 7. 0 ree-
lativo al electrodo de hidrogeno normal. )

Quinona E‘c (mV) Referencia
MR -74 13
DMR +36 , . 14
Q +112 L 13

tos valores de potencial redox enlistados en la tabla anterior predi-
cen que las tres quinonas podrian funcionar comao aceptores de la
NADH-deshidrogenasa (E'o NADH/NAD = —340 mV), y de hecho asi ha sido
probado para los casos estudiados (15). Experimentos con mutantes
deficientes en quinona (10, 14), o membranas irradiadas a 340 nm para
destruir la quinona endégena (11, 15, 17), han demostrado que la oxi-
dacién de NADH puede ser reestablecida por cualquiera de las tres
quinonas, independientemente de la naturaleza de la quinona endégena

destruida por U. V. o eliminada por mutacidm.

el mismo modo, los potenciales redox de las quinonas (tabla 1) su-
gieren que @ y DMG pero noc M@, pueden servir como mediadores en la
oxidacion de succinato por O= & nitrato (15). El planteamiento es
consistente con la observacion de que en preparaciones de membranas
bacterianas depletadas de quinonas por luz ultravioleta (360 nm) o
mediante extraccion con pentano, la oxidacién de succinato pudo ser
reactivada por Q ¢ DMQ, pero no por Mi; estos experimentos han sido

realizados en bacterias que poseen @ o MR como quinonas endagenas

4]



{miltiples autores citados por Kridger, en 1é6). Los resultados con
ciertas bacterias Gram—positivas gue solo sintetizan MO muestran que

la oxidacion de succinato no esta mediada por M (156, 18, 19).

En apoyo de lo anterior hay gue sefialar que el par succinato/fumarato
tiene un potencial redox E'o = +30 mV; por otro lado, €1 grupo de

Konings (20) reporté que el complejo de succinato deshidrogenasa—

cit. b tiene un potenciai E‘co = +65mV. De acuerdo a los potenciales
anteriores, las quinonas de tipo Q y DMQ podrian actuar eficientemen-—
te comn aceptores de electrones en la oxidacion del succinato y del
mismo modo se juzga dificil la participacidn de MQ en la misma via ya
que su potencial E'o = — 74 nV estad muy lejos de los potenciales del
par succinato/fumarato (E‘'o = +30 mV) y del complejo succinato des—

hidrogenasa-cit. b (E'o = +&5mV).
SISTEMA RESFPIRATORIO DE Bacillus cereus.

Desde hace tiempo nuestro laboratorio esta comprametido en el estudio
de la composicion, organizacion y regulacidn del sistema respiratorio
de B. cereus (8, 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 menaguinona
MR-7), cuando menos dos tipos de citocromos b.: buss ¥ bsezy un cit.

Cmm=e ¥ tres oxidasas terminales: cits.aa=, o vy d. Experimentos rea—
lizados por Escamilla y Benito (11) revelaron gue la oxidacion de
NADH era totalmente eliminada por irradiacion a 360 nmy, lo que demos—

trdéd la participacion obligada de la MQ en el transporte de electrones



a partir de NADH. En esa misma oportunidad se demostro que la oxida-—
cidn de succinato era parcialmente eliminada solo después de largas

exposiciones a la luz ultravicleta. Se demostrd que después de la
irradiacion, la oxidacidén de NADH fue restaurada de manera completa,

por la adicitn de menadiona a las membranas fotoinactiwvadas, pero no
se hicieron mas experimentos tendientes a dilucidar las diferencias
el campnrtamieqto cinético de las dos vias de oxidacion frente a 1la

luz ultravioleta, ni sobre la capacidad de menadiona para restaurar

la respiracitm en ambos casos.

A la luz de los antecedentes descritos en paginas anteriores juzgamos
interesante llevar & cabo un estudio en E. cereus tendientes a escla-
recer las diferencias en las vias de transporte de electrones para
NADH y succinato, especialmente en lo referente a la participacion de
la MR en la secuencia de transportadores de electrones utilizada por
una u otra via, para acceder a la cadena de citocromos intermedios y
terminales. Como estrategia experimental central, decidimos estudiar
los efectos de la luz ultravicleta (360 nm) sobre la cineética de
transporte a partir de NADH y succinato, 1a reconstitucion con analo-
gos de MQ, especialmente menadiona. Paralelamente juzgamos canve-—
nientemente estudiar, en las dos vias, la cinética de inhibiciéon con
inhibidores caracteristicas del complejo I1I: Antimicina A, HOGQNO y
mixothiazol (citas y descripciones mas adelante); y caracteristicas
de la succinato deshidrogenasa en su lado reduactor (TTFA); por tanto,
los inhibidores competitivos de la SDH como 21 malonato, oxaloaceta-

to, pirofosfato, entre otros, no son inclujidos en el presente estudio.



1. CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN BACTERIAS

1.1 GQUINDNAS

La participacion de las quinonas Q, MR y DMUW, en el transporte de

electrones en bacterias, ha sido demostrada mediante tres estrategias
experimentales: Extraccion de la quinona con n-pentano, destruccién

de la quinona con luz ultravioleta cercana a (360 nm} y eliminacion

de la quinona por mutacidn. Cualesquiera gue sea la estrategia uti-—
lizada, se ha comprobado la funcién por medio de ex»xperimentos de re—
constitucidn con anadlogos como la menadiona ¢ con quinonas fisiolégi-
cas. A continuacidon comento algunos casos descritos en la literatura

que me parece antecedentes importantes al presente trabajo.

Se ha demostrado que la luzx U. V. (360 nm) destruye a la Mi— 2 en

membranas de Mycobacterium phlei (18) y las membranas fotoinactivadas

pierden la capacidad para oxidar NADH & succinato. LLa actividad con
NADH se restaurtd al agregar la gquinona endégena de andlagos relacio-—
nados. Por otro lado, la actividad de succinato oxidasa no pudo ser
reestablecida por nafto 6 benzogquinonas por lo que se sugiere gque en

esta via podria existir un segundo componente fotoinactivable e



indispensable para la oxidaciéon del succinato.

En Bacillus brevis (22) que contiene MR-7, la fotoinactivacion & 1la

extraccidon de la quinona con n—-pentano causd 1la pérdida de la activi-—
dad con el NADH (no se dieron datos para succinato}) y los experimen—

tos de reconstituciéon con la gquinona natural, fracasaron. En este

sentido, el grupo de Konings (10) demostréd mas tarde, en B. subtilis,

que la reconstitucién con quinonas naturales exige de condiciones

experimentales muy especiales para lograr la integracion de la quino-—

na natural a ia membrana.

La fotoinactivaciétn de membranas de pgercobacter asgrogenes (17) des-—

truye la Q-8B con la pérdida consecuente de la capacidad para oxidar

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

constituir con @G-8 u otros analogos. Es interesante hacer notar que

en esta bacteria donde -8 es la guinana natutraly, a diferencia de M.

phlei donde la quinona es MER—-2 (18), la actividad con succinato es
reversible a la fotoinactivacion y se reestaura al reconstituir el
sistema con la quinona G-8.

Por experimentos de extraccitn y reincorporacién (n—pentano) de 1a

ME-7 en Bacillus megaterium (?), se ha demostrado que esta naftogui-

nona media el transporte de electrones con a—glicerofosfato, malateo

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

misma ftécnica aplicada a Azptobacter vinelandii {(23) ha demostrado

que una benzoquinona Q-8B es un intermediario oblipado en la oxidacien

del NADH, el NADPH, el hidrdgeno, el malateo y también el succinato,

q»



Nuevamente, agui tenemos otrpo par de bacterias donde en una se
demuestra la participacion de una benzoquinona (Q-B, A. vinelandii)
en la oxidacion del succinato y otra, conteniendo naftoquinona (MQR-7,

B. megaterium) donde sw participacion no es clara.

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

el mutante aro-D de Bacillug subtilis, casi diferente en la sintesis

de su naftoquinona endogena ME-7 presenta actividades respiratorias,
muy disminuidas, para NADH y succinatao. La reconstituciéon de este
mutante con menadiona {(precursor directo de MR-7} produio la restau—

racion de la actividad con NADH pero no, con el succinato (1é6).

La evidencia experimental acumulada sugiere que en bacterias (13) al
igual gue en mitocondria (24), las benzoquinonas G-n ¥y Coll-n actuan
como aceptores naturales de electrones en la via de oxidacién del
NADH y el succinato y este papel fisiologico esta de acuerdo con los
potenciales redo: anotades en la tabla I. Por otro lado, se puede
afirmar que las naftoquinonas M@—n bacterianas participan en 1a oxi-—
dacidn del NADH y otros sustratos como malato, a—glicerofosfato,
hidrdgeno y NADPH; todos ellos con potenciales redox muy electronega-—
tivas. Del mismo modo, no se ha podido demostrar que las naftoquino-—-
nas bacterianas actuen como aceptor obligado en la oxidaciéon del suc—
cinato. Tanto el par succinato/fumarato, como los complejos caracte-
rizados de succinato deshidrogenasa, tienen potenciales redox muy
electropositivos que hacen dificil la utilizaciéon de naftoguinona

como aceptores de electrones (Tabla I).

10



Contrastando con lo anterior, la situacion es diferente cuando habla-
mos de la participacion de las naftoguinonas en sistemas respirato-
rios que utilizan al fumarato como un aceptor terminal de electrones

(algunas bacterias facultativas)ipor ejemplo, en Vibrio sugcinogenes

{(13) que utiliza el fumarato como aceptor terminal y acumula el suc-—

cinato como producto fimal reducido, la MR sirve como intermediario

entre el compleja de formato reductasa—-cit. b (E'o = —200 mV) y el
complejo de cit. b-fumarato reductasa (E'o = —20 mV). Asi, se ve que
la M con su potencial redox, E‘'o = —74 mV, resulta el aceptor/dona-

dor de electrones mas adecuado para funcionar entre los complejos de
la formato red.-cit. b (~200 mV}) y la fumarato red.-cit. b (-20 mV),
Experimentos en Y. succinogenes (15) han demostrado que la reduccidn
del fumarato a partir del farmato, en membranas fotoinactivadas y
restauradas por MQ (E'c = -74 mV), DMQ (E'c = +356 mV); pero en cam—

bio, la & (E'c = +112 mV) ya no es funcional en la reconstitucion.

El. complejo fumarato reductasa (25) unida a la membrana citoplésmica,
tiene tres subunidades diferentes (M. 79000, M,. 310040 v M,. 25000) se
encuentra inegablemente emparentada con el complejo de la succinato
deshidrogenasas Su estructura oligomérica, secuencia de aminoicidos,
grupos praostéticos y un cit. b, asi lo aseguran; sin embargo, catali-
zan sentidos contrarios de una misma reaccién y de acuerdo a esto
parecen haber seleccionado la guinona mas adecuada a su sentido de
catalisis: G 6 DMA en la oxidacién de succinato, 6 M v DMQ en la

reduccion de fumarato.
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1.2 CITOCROMOS

lLos citocromos tienen un papel central en la transduccién de la ener-
gia biologica en organismos eucariontes y procariontes. Son‘hemapro“
teinas especializadas, donde el grupo hemo es un compuesto tetrapi-
rrol, formando una porfirina, que contiene en su centro un Atomo de
hierro (figura 2), éste dltimo transporta un electron y su estado os—
cila entre el reducido {(Fe+=) y el nxidgdo (Fe+=)., Las sustituciones
en el C-2, C-4, C-5 y €-8 originan diferentes propiedades de absor-
bancia y de potencial de oxido-reduccién estandar de los citocromos

{(26) .

De una manera general existen cuatro clases de citocromos:

1. Citocromo a. Contenidao en la citocromo oinidasa aas, en la cual
el grupo hemo posee un éter ciclico sustituido y un formilo.

2. Citocromo b. Camprernde formas miltiples de citocromos b mno auwto-—

oxidables; cit. oxidasa o, cit,F=-450 v P=44&0, en donde el protohemo

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

. Citocromo c. En este grupo se incluyen los citocromos g, £33+ Cza
Cxy Cay B2tCy su grupo hemo esta unido covalentemente a la proteina
via_ enlares tioéter entre el C-2 y €4 y la cadena lateral de 1los
residuos de cisteina en la proteina.

4. Citocromo d. Esta clasificada como una cit. oxidasa d {cit.az),

caracterizandose porque en el hemo la doble ligadura entre las posi-—

ciones siete y ocho estd saturada con hidrogeno.
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FIGURA 2. Estructura hemo de los c¢itocromos.

En general, el espectro diferencial {(red menos oxid) de cualquier
cit. manifiesta tres bandas principales de absorcion en la region vi—
.sible del espectro electromagnético, esto es, 1la region a (540 — &50
nm), la p (510 - 535 nNm) y la de Soret (410 — 4560 nm). La principa—
les excepcidnes son los citocromos a, los cuales no muestran una ban—
da B significativa, v los citocrompe d, que dan una sefial muy deébil
en el Soret. Las bandas de absorcidon o son las mas adecuadas para
estudiar los citocromos ya que resultan bien separados los maximos de
de cada uno. La regifn Soret es de gran sensibilidad, pero de menor
resolucién y confusa por la absorbancia de flavinas y las intensas
bandas de U.V. cercana, de 1los nucledtidos de nicotinamida. Los ma—
ximos en A estin normalmente comprimidos en una regién de longitud de

onda estrecha, son complejas y de magnitudes peguefas (26).



La técnica de espectrofotometria diferencial (red menos oxid) sumi-
nistra informacibon scobre la identidad de los citocromos presentes, su
concentracion y su estado de éxido—-reduccidn en células enteras, mem—
branas, y en preparaciones solubilizadas y purificadas de los cito-
cromos por un método adecuado. La tabla 2 presenta una guia para las
longitudes de onda de los espectros en la regi®on &« en varias bacte—
rias a temperatura ambiente y de nitrogeno liguido, en algunos casas
complementados con el tratamiento matematico de derivadas superioress
ademas, el andlisis espectral de los citocromos aas, &, by, €y d ¥ o
fueron realizados en condiciones diferenciales de red menos oxidg
mientras, el cit.ax fué de reducido + CO menos reducido; finalmente,

las bacterias crecieron en presencia de oxigeno y fueron cosechadas

en fase exponencial o estacionaria.
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Tabla 2. Longitudes de onda de los principales picos en la regidn (540-650)

MAXIMO DE LONGITUDES DE ONDA (nm)

CITOCROMOS .
B, subtilis B, cereus E. coli M. phlet Thermophilic
bacterium PS3
333 601 (20)* 602(11) 601(27) 603(28)
a, 592(20) 592(11) %% 590(27) 593(29)
a 590(30)
b 558(31) 555(11) 556,558, 5559,563,N563 554,561(28)
559,554(20) 562(3) 5563(32)
c 550,554 (20) 548(11) 548,551.5(30) 551,553(32) 547,552(28)
d 630(11) 624(3)
0 556(20) 562(11) 555(3) 567(27) 557(28)

* FE1 niimerc entre paréntesis indica la referencia
*4Membranas de c€lulas esporulantes




2. COMPLEJOS PROTEICOS DE LA CADENA RESPIRATORIA

Las membranas estadn 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 bacteriorodopsina

en Halgbacterium bhalobium y otras biomembranas que contienen protei-

nas Que realizan diferentes funciones, entre estas tenemos: PRiosin-—

téticas, transportadoras y bioenergéticas.

2,1 MEMBRANA MITOCDNDRIAL

El sistema de la cadena respiratoria en eucariontes se encuentra en

la membrana interna mitocondrial;j funcionalmente, estid compuesto de

cinco complejos enzimadticos—lipidicos (24):
Complejo I {(NADH: ubiquinona 6xidorreductasa), que contiene aproxima—
damente 25 polipéptidos diferentes, un FMM vy centros de Fe-8;
complejo 11 (succinato: ubiquinona éxidorreductasa), compuesto de
cuatro polipéptidos, un FAD, centros de Fe-S y un cit.bmsgo;

complejo I11 (ferrocitocromo c oxidarreductacsza), tiene de 2 a 10 po-
lipéptidos, centros de Fe-5, cit.bmez) Cit.bswe ¥ un cit.c:;

complejo IV (ferrocitocromo g: oxigeno Axidorreductasa), formado por

1&



B8 polipéptidos, hemos a ¥ az Cua ¥ Eup _
complejo V {(ATP sintasa), contiene de 12 a 14 pnlipéptidbs, nuﬁieéti—

dos de adenina y Mg*=3.
2.2 MEMBRANA FPLASMATICA BACTERIANA

tLos sistemas re5piratori65 bacterianos son mas complicados que el de
mitocondria y se ha demostrade en bacterias la existenc;a de los com—
plejos 1, 1I, I1I, V y de un grupo de hemoproteinas distintas estruc—
turalmente denominadas citocromo oxidasas, con funcion analoga al

compleio IV de mitocondria.

La NADH DH de E. coli (335) ha sido la mas ampliamente estudiada en
bacterias, tiene un M, de 47 Kdaltones, un FAD, al patrecer no tiene
centros de Fe-S no hemo; por otro lado, en B. subtilis se ha encon-—
trado wuna subunidad de M. de &4000 de poca hidrofobicidad y can uwn
FAD (34). El complejo bc, se ha purificado en tres bacterias (35,

36, 37) y se ha sugerido su existencia en B. subtilis (20).

Las oxidasas terminales de diferentes poblaciones de bacterias (2, o)
poseen propiedades funcionales similares a las de mitocondrias; su
aislamiento ha demostrado una composicion polipeptidica mucho méas
sentcilla; Anraku (5 las divide en dos grupos dependiendo del dona-
dor directo de electrones: Citocromo £ oxidasa {(clase 1) y guinol
oxidasa (clase II). En E. coli (3) en condiciones aerdbicas la cito-

cromo oxidasa g (bmg=) forma un complejo con cit.bpe=j mientras, el



cCit.daze esta estructural y funcionalmente unido al cit.bumec.

2.3 SUCCINATO DESHIDROGENASA-CITOCROMD b EN BACTERIAS

La succinato deshidrogenasa (SDH; EC 1.3.99.1.) [succinato: {(aceptor)
oxido—reductasal es una flavoenzima de Fe-S, que cataliza la oxida-—
cion de succinato a fumaéatu en el ciclo del acido 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 composicion similar a lIa SDH de mitocondria. Tiene
dos subunidades no -idénticas: una flavo—-proteina de Fe-S5 (Fp} que
tiene un M, de 60000 a 72000 con el grupe prostético de flavina unido
covalentemente a B «—N(3Z) His, y una proteina de Fe-5 (Ip) de M.

25000 a 31000.

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

gente en forma de complejo con uno o dos polipéptidos pequefios; en la
mayoria de las bacterias uno de los polipéptidos pequeflos ha demos—

trado ser un tipo de cit.b(41, 42, 45 - 47). En la bacteria gram-po-
sitiva aerdbica B. subtilis, el cit.bzma €5 una proteina transmembra-—
nal que une a la SDH a la superficie interna de la membrana citoplas-—
mica (48, 49). El complejo SDH-cit.bm=w €5 andalogo al complejo mito-
condrial (24), pero difiere de este en que el cit. bacterial es redu-—
cido rapidamente en membranas asi como también en el complejo aislado
(47)y, de donde se infiere que el cit.buw=e es el aceptor primario de

los electrones después de la oxidacion de succinato. Konings y cola-—

18



boradores (20) han informado que el complejo SDH-cit.bswe en EH.
subtilis tiene un Em = +485mV, lo cual hace pensar que la ME-7 (~-74mV)
no pueda funcionar como el aceptor inmediato, en la posible sequencia

operacional de los componentes de la cadena respiratoria.

Para E. goli (41, S0O) y Microcoecus luteus (42) hay evidencias de que

la SDH se encuentra unida a la membrana citoplasmica por dos polipép-—
tidos hidrofabicos, uno de los cuales ha sido caracterizado para
ambas bacterias como cit.bsse. For otro lado, se ha investigado pa-—

ra la SDH de Rhodospirillum rubtum (40) y de Rhodopseudomonas

gphaerpoides (43) las subunidades Fp e Ip y al parecer, no estan aso-

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

Para la investigacion de las vias y mecanismas del transporte de los
electrones vy de la fosforilacidn oxidativa en eucariontes y proca-—
riontes, los inhibidores son un instrumento muy Gatil; por ello se

describen a continuacion.

3.1 INHIBIDORES DEL COMPLEJO I1 (SUCCINATD: UBIRUINONA OXIDOREDUCTASA)

LLas carboxanilidas y el TTFA son potentes inhibidores de la oxidacioén
de succinato y bloquean la transferencia de electrones entre Bl cen—
tro 5-3 de 1la SDH y la guinona, sin afectar 1la redﬁccién de S—-3 por
succinato, pero si la actividad de la succinato—-( reductasa (24, 38,

51, 52).

En un estudio comparativo Jurtshuk y colaboradores (S51) democstraron
que 2.9 ug de TTFA/mg de proteina inhiben el 350% de 1la actividad
succinatoc oxidasa de mitocondria de riffon de res y se necesita para

este mismo porcentaje de inhibicion 2220 pg de TTFA/mg proteina en

Azotobacter vinelandii.

El cit. b del cemplejo II de mitocondria (24) est& compuesto por dos



polipéptidos de M, 15300 (Cix_3) ¥y 13500 (Cry—w? ¥y al parecer desem—
pefan un papel indispensable en el sitio de accién del TTFA. Se ha
reportado (52} que al resolver los componentes del complejo 11, SDH
y los dos polipéptidos Ciz—x ¥ Ciz—a, desaparece la actividad @ re-
ductasa sensible a TTFA; sin embargo, cuando estos dos polipéptidos
se combinan con la SDH, se restaura, la actividad @ reductasa sensi-
ble a TTFA, de donde se éugiere que los dos polipéptidos son necesa—
rios para la unidn especifica del inhibidor. Finalmente, en bacte-

rias ha sido muy escaso el estudio del sitio y mecanismo del TTFA.

3.2 INHIBIDORES PEL COMFPLEJO 111 (FERROCITOCROMO ¢ OXIDORREDUCTASA)
Lta informacion obtenida de la utilizacién de inhibidores en mitocon-—
dria es extensa, en particular los que actian en el nivel del comple-
jo bgy ¥y estan clasificados en tres grupos, de acuerdo con su sitio
de accién (54). Los del grupo 1, inhiben la oxidacién de GH: en dés
niveles al mismo tiempo (centros de Fe—S y la reduccidn de cit.b,):
mixotiazol, estrobilurinas y andemansinas. El grupo 11, inhibe 1la
reoxidacion de los centros de Fe-S y de hidroxiquinonas. Finalmen-—
te, los inhibidores de la reduccion de R (oxidacién del centro bp):
antimicina, funiculosina, HOQNO y NGNO. EIl gen mitocondrial para el
cit. b del complejo III1 ha sido clonado de la célula L mutante de ra-

ton, con una resistencia aumentada a HOGQND y a otros inhibidores (54).

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

de accidn de los inhibidores del complejo II1. En M. phlei el NHQNO
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inhibe la oxidaci6n de succinato en un 98%Z y la de NADH en un &0%
(18) y por estudios de cineética de reduccidon (32) se sugiere para la
via de succinato un cit. bgsex sensible a NHGNO. Em B. megaterium
(?) se ha postulado gue el punto de acciéon del HOGNO esta lucalizadn
entre 1la MQ ¥ el cit. b, cuando se utilizca como sustratos el NADH;

malato y glicerol-l—-fosfato.

En membranas de H. cereus el HOGNO inhibe en mucho mayor potencia a
la succinato oxidasa que a la NADH oxidasa (35). En B. subtilis el
HOGND y la antimicina A afectan fuertemente la oxidacion de NADH
(S6); el espectro diferencial cuando se utiliza succinato, revela gue
el HOGNO blaquea:el transporte de electrones al cit. aasx ¥ muy proba-—

blemente al cit. c (47).

En Froteus trettogeri (&) el HORNO inhibe la respiracion con NADH, suc—
cinato y formato en un sitio comin, localizado entre la O y cit. ba.

En células de Faragoccus denitrificans (57) la antimicina inhibe en-

tre dos citocromos b y cit c,. El transporte de electrones de forma-
to a fumarato en Y. succinogenes (5B) es inhibido entre un cit. b
(=200 mV) y MA. El Bacteroides ruminicola (59) y Bacteroides fragi-
lis (&0) tienen sitios de inhibicién diferentes para HOGND, entre

NADH y un cit. b (via menor), y entre MR y un cit. b, respectivamente.

En las bacterias fotosintéticas Rhodopseuwdomonas sphaeroides (61 -

&63) y Rodopseudomonas capsulata (&4, 65) se ha avanzado muche mas en
el estudio del sitio y mecanismo de accién de los inhibidores del

complejo bcy mitocondrial que en el resto de microorganismos.



4. METODOS Y MATERIALES
Para el presente estudio, se utilizd una cepa silvestre de Bacillus

cereus aislada y caracterizada por Andreoli y colaboradores (66).
4,1 MEDID DE CULTIVD, CONTROL DEL CRECIMIENTO Y RECOLECCION

Para el crecimiento, se utilizéd el medio de casaminoacidos (CAAS)
descrito por Sterlini y Maldelstam (67), el cual carece de fuente de

carbono fermentable y tiene la siguiente composicion:

hidrolizado de caseina (casaminoédcidos libres de vitamina), 0.4%
L—élutamicu, 0.3%

Dt-alanina, 0.2%

Asparagina, 0.1%

KHaPOs, 0.147%

MgS0., 0,024

MnS0a. .- 4H=20, 0.005%

CaCla.2H20, 0.0025%

CuS0a - 7H=20, 0.0005%

FeS0s.7H28, O.00005%

CoS0a.7H20, ©.00002%
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ZMS0a. 7H20, 0.0005%

El cultivo aertbico se realiz® en un biofermentador con capacidad

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

L_as condiciones de cultivo fuerons: 30=C, 250 rpm y un flujo de aire
burbujeado a través del medio de 8 a 12 litros/minuto. Para iniciar
el cultivo, se utilizéd un inécula de 0.1 partes del valumen contenido
en el biofermentador. El inéculo se prepara de acuerdo caon 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 siguid con el ohjieto . de
homogeneizar ¥y sincronizar el crecimiento. El crecimiento se siguid
espectrofotométricamente a 540 nmy, y el grado de sincronia se deter-—

minG por microscopfia de contraste de fases.

Las células en fase estacionaria se colectaron por centrifugacidn en
una centrifuga Sharples (modelo T~1) de flujo continuo. El paquete
celular se lavéd cada vez por tres veces con 100 ml de amortiguador de
Tris-HC1 50 mM pH 7.4 en presencia de MgClz SmM y CaCl=z 5 mM (amorti-
guador TCM), J;dxante centrifugacion a 5000 vpm por 10 min. a 4=C

utilizando una centrifuga Sorvall RC-5SB. Las ceélulas fuercn fraccio—

nadas inmediatamente o almacenadas a —-70=C.

A4.2 FRACCIONAMIENTO CELULAR Y OBTENCION DE MEMBRAMNAS

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 Dyno-Mill tipo KDL con perlas

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

eliminadas por centrifugacidén a S000 rpm durante 10 min.; el socbrena-

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

sedimentar las membranas, las cuales fueron lavadas cada ve:z por tres

vetes con &40 ml de amortiguador de TCM bajo las mismas condiciones;

finalmente, las membranas fueron utilizadas inmediatamente 6 almace-

nadas a —-70=C. La concentracion de proteina se determind mediante el

métode de Lowry (&47).
4,3 ENSAYOS ENZIMATICOS

4,.3.1 Dxidasas

Las actividades basales se midieron por el método polarografico,

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

en un voelumen final de 2.2 ml contenia fosfato de potasic 100 mM pH

7.4 para 1los ensayos de NADH y succinateo oxidasa y con un pH  &.8

para Ascorbato—-TMPD oxidasa y un 1.0 mg. de proteina membranal; estos

encayaos se realizaron a temperatura de 30°C y las actividades se ex—
presan como nAt0z consumidos por min. por  mg. de proteina
(nAtD=z/min/my prot).

4.3.1.1 NADH y succinato oxidasa

Lta reaccidn de NADH oxidasa se inicia con la adicién del sustrato

b
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NADH a concentracion final de 0.5 mM al medio de reaccidén. Para me-—
dir l1la succinato oxidasa, a la mezcla de reaccion (fosfato de potasio
1060 mM pH 7.4 + membranas) se le agrega 15 pl de succinato 0.6 M, se

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

0.6 M a una concentracién final de 40 mM.
4.3.1.2 Citocromo ¢ oxidasa (Ascorbato + TMPD oxidasa)

La actividad se midi6 utilizando una mezcla de TMPD 8 mM y ascorbato
de sodio 0.8 M pH 7, como el sistema que transfiere directamente los
electrones al citocromo c. A la actividad resultante se le resta el
pequefio consumo de oxigeno gue ocurre en ausencia de membranas,

debido a la auto—-oxidacion 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. Be utilizod el DCPIP (azul) que cambia a leuco
cuando ocurre la reaccién de oxido—reduccion. Estos ensayos se rea—
lizan de acuerdo con lo descrito por Lang y colaboradores (70); la
reduccién del DCFIP se siguio a 600 nm, con un ﬁuefi:iente de extin-—
ciém molar (C.E.M.) de 21 (mM. cm}—* para un volumen total de un ml.

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

de proteina.

4,3.2.1 NADH: DCPIP oxidorreductasa



La reaccion enzimatica es la siguiente:

NADH + DCPIP (azul)  -~—————————n b NAD + DCPIPHz (leuco)

La mezcla de reaccidn contenia fosfato de potasio 94 mM a pH 7.4,
KCN ©.1 mM, DCPIP 0.08 mM, NADH 0.2 mM ¥ se inicid la reaccidn con la

adicion de las membranas (0.1 mg proteinal.
4.3.2.2 Succinato: PMS + DCPIP oxidorreductasa

La reaccion enzimatica es la siguiente:
Succinato + PMS ————————————D Fumarato + PMSH=z

PMSH2 + DCFPIP tazul) - ——————————v > FMS + DCPIPH=

La mezcla de reaccidn contenfia fosfato de potasio B7 mM a pH 7.4,
KCN 1 mM, succinato 42 mM, membranas (0.1 mg proteina), se preincubd
durante cinco min y se inicio® la reaccidon con PMS 0.975 oM y DCFIP

0.08 mM.

Los inhibidores recspiratorios se prepararon de la siguiente manera:
KCN en amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 7.4; antimicina A y HOQND
en DMSDO vy el mixotiazol en etanocl absolutoy las cantidades de
solventes wutilizados no tuvieron efecto sobre la actividad de las

enzimas respiratorias.

4.4 FOTOINACTIVACION DE LA MENAGUINONA

La menaquinona enddgena de B. cereus, se destruyd por medio de lu:z

U.v. de 360 nm., para este propdsito, 10 ml de membranas (10 mg pro-
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teina) se depositaron en una caja de Petri abierta, colotada sobre
hielo y bajo una lampara UVSL-25 (Long wave) a la distancia de 11
cm. De la suspension se tomam muestras a diferentes tiempos de irra-—
diacidn, cuantificandose la actividad de oxidorreductasas y oxidasas

remanentes.

Las membranas inactivadas por irradiacidon fueran reconstituidas con
2-metil-l,4-paftoquinona (menadiona). La menadiona fué disuelta en
etanol abscoluto y las cantidades agregadas de alcohol no tuvieron

efecto sobre la actividad de las enzimas respiratoria.

4.5 ANALISIS ESPECTRAL DE LOS CITOCROMOS

Los espectros diferenciales de laos citocromos se determinaron en  un
espectrofotometro Aminco DW 2a. Para 1lgs espectros a temperatura am—
biente, se utilizaron celdas de vidrioc de 1.0 cm de paso de luz. Las
preparac{ones fueron hechas en glicerol al 504, para evitar la sedi-
mentaciong mientras que los espectros a temperatura de nitrdgeno 1i-
quido (77=K) se realizaron en celdas de 2 mm de pasa. Las prepara—
ciones contenfan glicerol al 304, para evitarl la cristalizacian.
Para 1la obtenciédn de los espectros en equilibrio de flujo (steady
state) las preparaciones se congelaron justo después de affadir y mez-—
clar (vortex) los sustratos. La oxidaci®n total de las membranas-en
la celda de referencia se logré mediante la adicién de unos cristales
de persulfato de amonio y su reduccion total se obtuvo con unos cris-—

tales de hidrosulfito de sodio. Los sustratos empleados fueron NADH



2.5 mM, succinato 30 mM o ascorbato 10 M + TMFD 0.1 mM. La cinéti-
ca de reduccidn de los citocromos se realiz en una celda de vidrio
de 1.0 cm de paso de luz y con glicerol al S0%; las concentraciones

finales de los sustratos fueron iguales a las citadas anteriormemte.

4.6 NUTRIENTES Y REACTIVOS

Los nutrientes utilizados en la preparaciéon del medio de cultivo
fueron de marca Bioxon. La tris base, log inhibidores de la cadena
respiratoria y los donadores de electrones de Sigma Chemical Co.
Para todos los demas casos se utilizo indistintamente marca Baker o

Merck en su correspondiente grado de “reactivo analizado*



S. RESULTADOS

Con el propdsito de :Qmpafar las actividades respiratorias, se crecié
a B. cereus en condiciones aerdbicas en distintos medios de cultivo.

Las actividades de las o»idasas y deshidrogenasas de membranas de cé-—
lulas crecidas en medio CAAS (Tabla 3) mostraron niveles mas elevados

que en medio B modificado (21). Por consiguiente se utilizé para el

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

Enzimas Actividad Especifica#®

Medio CAARS ) Medio G

Oxidorreductasas

NADH: DCIP 150 95
Succinato: PMS-DCPIP 350 é&_
Oxidasas

NADH ‘S50 - T 20
Succinato - 25 7.5
Ascorbato-TMPD 38 17

# Oxidorreductasas: nmoles de DEFPIP reducido/minuto/mg de proteina.

# Onidasas: nAtO: consumido/minuto/mg de proteina.



resto de los experimentos membranas de células de B. cereus crecidas
en medio CAAS hasta la fase estacionariajzes decir, alrededor de seis

horas después de haberse iniciado el crecimiento en el biofermentador.

L)

S.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
decidid comparar el efecto del TTFA sobre la oxidacidn de succinato
en las membranas de B. gereus y FRbhizobium phaseoli. La figura 3
muestra una gran sensibilidad de la succinato ouidasa en E. phaseoli,
y se observa que se inhibe el 50% de la actividad con 3.9 pg de TTFA/
mg de proteina y se inactiva totalmente con una concentracidn 10 ve—
ces mayor; mientras en B. gereus, =1 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

B. cereus.

Se ha sugerido gue los dos polipéptidos del cit.b del camplejo I1 de
la cadena respiratoria de mitocondria, desempefian un papel indispen-—
.sable.en el sitio.de accidn del TTFA (52); ya qgue este inhibidor blo~
quea - la-transférencia de electrones entre el centro 5-3 de la SDH vy
la @y es decir, afecta la actividad succinato—@ reductasa. La acti-—~
vidad succinato—-Q reductasa (71, 72) se recomienda medirla directa-—
mente en el complejo Il purificado de la cadena respiratoria, porque

asi se evita cualguier posible artefacto en los experimentos.

Z1



El experimento anterior, sugiere que probablemente el sitio de este

inhibidor no este presente o se encuentre modificado en EH. gereus;

sin embargo, en R.

phaseoli posiblemente el sitio de accién del TTFA

sea semejante al de mitocondria.

5.2 FOTOINACTIVACION DE LA MENARQUINONA Y RESTALURACION DEL TRANSPORTE
DE ELECTRONES EN LA CADENA RESFPIRATORIA DE B. cereus

[Tenolltriﬂuoroacetono. TTFA] pM

8 [ 24 32 40 48 56 64
100 — ey 1 h 4;
B. ceraus

— -4 -
- 3
=~ 80 L
V]
-— —
5 L
S 604 L
g i SUCCINATO OXIDASA N
(14
- 304 =
b=
= A =
= 20+ »
T
<

R. phaseoli

T
: —

L]
4.875

L T 1 1 L] L)
9.75 14.63 19.5 2437 2925 34425 39
"po de TTFA /mg de.proteina .

FIGURA 3. Efecto del TTFA sobre la actividad de la sucecinato oxidasa
¢, O en membranas de H. cereus y de R. phaseoli. La actividad de
la SDH esta representada por los citculos cerrados. La actividad es—
pecifica se expresa como % de la actividad remanente con respecto al

control sin TTFA.

lLas actividades basales para B. cereus fueron si-

milares a las registradas en la tabla 3. La actividad de la succina-
to oxidasa para R. phaseoli fue de 1465.
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El resul tado del experimento precedente estaba indicando la posible
existencia de una via no MLQ-7 para el sitio del TTFA, en la oxidacion
de succinato por B. cereus 1lo cual podria confirmarse por la inacti-
vacion seliectiva de la quinona endégena y la posterior reincorpora+
cidn de analogos de MA. Al irradiar las membranas con lu=z U,V. cer-—
cana (360 nm} se inactivd un 50% en la oxidacion de NADH (Figura 4A)
en los primeros 15 min de exposicion; mientras, que la actividad de
la succinato oxidasa no fue afectada en ese tiempo. La actividad de
la NADH oxidasa se inactive totalmente después de &0 min de irradia-—
cidn, en tanto que un &3%Z de la actividad original de la succinato
oxidasa sobrevivio al mismo tiempo de irradiacion. Las actividades
enzimaticas de ascorbato-TMPD oxidasa, NADH PH y SDH no fueron afec—
tadas, 1o que parece asegurar que el tratamiento con U. V. inactivé

especificamente a la guinona.

El transporte de electrones con NADH como sustratoc en membranas foto-
inactivadas de B. cereus pudo ser retonstituido por la adicidén de me—
nadiona, un analogo de la MQ. Al agregar menadiona bisulfito en con—
centraciones crecientes (Figura 4B) a membranas irradiadas, se incre-
menta la velocidad de oxidacion de NADH hasta 11 veces con respecto
a la 9:tividad remanente Hespués de la irradiaciong correspondiendo
esta yactividad - especifica .a la:derlas membranas sin irradiar. La
velocidad de oxidacidn de succinato en presencia de menadiona
bisulfito aumenta hasta en 1.33 veces, alcanzando la actividad origi-

previa a la irradiacidn.



3001 B

7
100 o - -
i. b \‘\ -E
— s 2
L uO-|v s Q
- ~ = 2004
E A s\\‘. o
~ on
E eo- Swa E
= = - ®,0 NADH OXIDASA
W E ®,0 SUCCINATO OXIDASA
g a0 3" . §=8 ™eNaDiONA ,
g J 8=3 MenaDIONA BISULFTTO
o : E 100 -
> 204 <
'_.
o -
< .
] L) L] L
15 30 45 60 Qe ememe Q=== =0
MINUTOS DE IRRADIACION g—9"""
“ X TP Tpp= , gt
L) L] L] Ll T L
2% 50 100 200 300

 [MENADIONA] pm

- Figura 4. (A) Fotoinactivacidn de la menaquinona por U.V. (360 nm) y su efecto sobre las acti-
vidades respiratorias de membranas de B. cereus. Las muestras fueron removidas al tiempo indi-
cado y ensayadas para NADH oxidasa (0), succinato ( A), y para ascorbato=-TMPD oxidasa, NADH, DH
y SDH que estan representadas por los circulos cerrades. Las actividades especfficas se expre-
san como % de la actividad remanente con respectec a las membranas no tratadas, {B) Efecto de
dos diferentes menadionas sobre la velocidad de oxidacion de NADH y succinato en wmembranas 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 mé&todos.
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Cuando a las membranas fotoinactivadas se le suministré menadiona so-
luble en etanol (Figura 4B) hasta niveles de saturacion, la actividad
de la NADH oxidasa se estimuld alrededor de 4647 veces y, con respecto
a las membranas sin irradiar, fue de 4.7 veces. E1l efecto sabre 1la
actividad de la succinato oxidasa fue hasta de 2.3 veces y un incre-

mento de 1.5 veces comparada a la actividad basal.

Estos experimentos se realizaron con actividades especificas pareci-
das a las registradas en la Tabla 3, y s2 obtuvieron resultados de
oxidasas que son semejante a los de la Figura 4, Ademas, es necesario
seffalar que la reactivacion se realizo a pH 6.6 donde la auto—-oxida-

cidtn de la menadiona reducida (menadiol) es baja (21).

Los resultados anteriores permiten llegar las siguientes conclu-
siones:

1. Al irradiar con luz U.V. {360 nm) a las membranas de H. cereus se
afecta especificamente a la quinena endogena, esto se demuestra por-
que las actividades de ascorbato-TMPD oxidasa, NADH DH y SDH no su-
fren cambio alguno en el tiémpn de exposicidng no asi, la NADH oxi-

dasa que muestra una disminucion del 0% en membranas irradiadas vy

que es reconstituida por menadiona.

2. En-consecuencia, . es posible pensar que la ME-7 es un intermediario
abligado para la transferencia de los electrones en la oxidacion de
NADH; vy sin embargo, para la oxidacitin de succinato no parece ser de-

terminante.



3. La sugerencia de una via para oxidaciéon de NADH que necesita la
MR-7 y otro camino para la oxidaciéon de succinato que depende par-—
cialmente de ella, requiere proponer un aceptor diferente de la ML-7
comp primer aceptor de los electrones que salen de i1a SDH, por lo que
se hizo imprescindible un an&lisis mas detallado de la reducciéon de

los citocromos, en particular los de tipo b.
%.3. REDUCCION DE LOS CITOCROMOS DE MEMERANAS DE H. cereus

Se realizaron los espectros diferenciales (red menos oxid) de membra-—
nas no irradiadas e irradiadas utilizando NADH y succinato como sus—
tratos, con la meta de registrar la reduccién individual de cada cit.
y asi profundizar en el aobjetivo propuesto. En la Figura 5SA se ab-—
serva en las membranas no irradiadas en presencia de NADH, muy poca
reduccion del cit.bmeoc y del resto de citocromos en  los  primeros
cinco min,; enseguida, al alcanzarse la anaerobiosis, aumenta rapida—
mente la reduccién de todos los citocromos; por otro lado, en las
membranas irradiadas, el NADH practicamente no causa reduccién de los
citocromns. En las membranas no irradiadas como en las irradiadas en
presencia de succinato (Figura SB), se observd una reduccidn inmedia-
ta de.cit. bmes Que: se mantiene constante en el tiempo. Con.succina-—.
to el nivel de reduccitn de:cit. bgec'€s mids elevado en los.primeros
cinco min, con respecto..a la reduccién de éste. cit., cuando se

utiliza NADH como sustrato.
Para. obtener .una mayor sensibilidad y resolucion de los espectros di-—
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_Figura 5. (A) Espectros diferenclales (red menos oxid) a temperatura ambiente de membranas no .
tratadas ( ) y fotoinactivadas (—~-=) con luz U.V. (360 nm) durante 120 min. El1 NADH y suc-
cinato fueron mezclados con las membranas (4.5 mg de protefna/ml) e inmediatamente se empezaron
a registrar los espectros. Los experimentos se realizaron como se describen en materiales y

mEtodes. (B) Se graficd el delta de reduccidn de cit. b a partir del tiempo de cada espec-
tro de 5A. 560
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ferenciales, las membranas fueron congeladas a la temperatura de ni-—
trogeno liquido (77°K). Membranas no irradiadas e irradiadas usando
NADH ¥y succinato comn sustratos, se incubaron a diferentes tiempos y

se congelaron a 77°K.

La Figura 6A muestra que en presencia de succinato las membranas no
irradiadas como las fotcinactivadas, mantienen los niveles de reduc—
cion aproximadamente iguales; cuando a las membranas irradiadas se le
agrega menadiona 300 pyM, y se incuban por S min. se mantiene el mismo
nivel de reduccion de cit. bo=>. .= (3 temperatura ambiente corresponde
al cit. bmes) y aumenta en forma ligera la reduccion de cit.cmm=z y de

Cit. a8z cwo3> »

Si ahora, a las membranas fotoinactivadas que han perdido la capaci-—
dad de oxidar NADH, se les adiciona menadiona 300 pyM (Figura 6&B),

entonces se observa nuevamente la reduccion de todos los citocromos

y a un nivel mas alto. En resumen, la reduccién de citocromos por
NADH fué abblida después de irradiaciéon y recuperada cuando se adi-—
cion6 menadiona; en cambio, el succinato presenta altos niveles de
reduccion para el cit. baps> v ésto no fué afectado por la irradiacion

ni por la adicién de menadiona.

Debido aila compleja composicion de . los picos de absorcion de los ci—

- tocromos de tipo by 'c en :la regidn de 540 a 575 nm. como se'vi6  en

los experimentos precedentes fué necesario realizarlos enh modo dual

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

cinética de reducciotn de cit. b (S40-575 nm) por NADH &6 stuccinato.
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FIGURA &. Espectros diferenciales (red menos oxid) a temperatura de

nitrogeno liquido a pH 6.5 de membranas no tratadas (control) e irra-—
diadas con luz U.V. (360 nm) por &0 min. Succinato (A) y NADH (B) se
mezclaron con membranas (9 mg de proteina/ml) y fueron sumergidas
en nitrégenc liquido en el tiempo indicado. Los experimentos se rea-—

lizaron comn se describen en materiales y métodos.
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La reducciéon enzimitica total a 540 nm fue inmediata con succinato
tvease Figura 7) tanto para membranas neo irradiadas como irradiadas.
Con NADH como sustrato, en membranas no irradiadas el nivel de re—
duccion de cit. b fué de un 3I0% en los primeros minutos en relacidn
con lo ocurrido con succinato; la transicidn a la anaerdbiosis gque
sucede alrededor de los seis minutos; lleva a la reducciéon total de
citocromo b gue se logra después de los 11 minutos con la concentra-—
citn de proteina usada. Con membranas irradiadas y NADH se reduce

auy poco el cit. b ¥y asi se mantiene a lo largo del tiempo.

|
]:o.oos i
B
et |
|
SUCCINATO

_— s

FIGURA 7. Cinética de reduccion de cit. b (550-575 nm) de membranas

no irradiadas ¢ ) y fotoinactivadas (————) con luz U.V. (350 nm?
durante &0 min. La mezcla de reaccidn fue como la descrita en mate—
riales y métodos, con 4.5 mg proteina/nml.
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Las evidencias precedentes seffalan que cuando se adiciona succinato
se produce la reduccién inmediata y elevada de un cit. de tipo b,
indegpendientemente de si las membranas han sido fotoinactivadas o no.
La wmenadiona no cambia los niveles de reducci6n para cit. by fenémeno
contrario al que sucede al affadir NADH; de donde se apoya la existen—
cia de vias diferentes para la oxidacién del NAPH y el succinato, vy

se sugiere gue un tipo de cit. b diferente sea el primer aceptor de

los electranes de la SDH.

Para avanzar en el conocimiento de las dos posibles vias para la
transferencia de electrones desde NADH y succinato, se decidié ver
el comportamiento del sistema respiratorio en presencia de los

inhidores del complejo I1I de la cadena respiratoria de mitocondria.

5.4 EFECTOS DPE LOS INHIBIDORES DEtL COMPLE.JO bcs DE MITOCONDRIA

Para iniciar el estudio de identificaci®n de los sitios de inhibi-
cion, se decidiéd ver el comportamiento de la NADH y succinato oxidasa

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

En la Figura B8A ce muestra que con 0.35 pM ¥y 4 uM se inhibe el 50Z de
l1a oxidacion de . succinato y NADH,  respectivamente. . Por otrnrladn, la
cinética de inhibicidtn con. antimicina A:-ensefla.que’ se inhibe:.el.S50L -
de la' actividad de NADH y succinato oxidasa con aproximadamente

25 pyM. (Fig 8B).

. La“ ‘Figura, 2.muestra que el mixotiazpol practicamente no afecta las
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FIGURA B. Efecto del HOGNO y antimicina A sobre la actividad de

la NADH osidasa y succinato oxidasa en membranas de B. cereus. La

" actividad especifica se expresa como % de la actividad remanente con
respecto al conhntrol sin HOQND 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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.actividades de 1la NADH y succinato oridasa en membranas de B. cereus
“hasta en ' concentraciones de 246.8 ug miuotiazol/mg proteina; en R.
phaseoli - 'la succinato: tampoco fué.. afectada, pero en cambio, 1la oxi-—
dacidon de NADH se inhibe completamente con 1.07 ug mixotiazol/mg pro-—

teina.

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

bidores - del complejo bc: sugieren las siguientes conclusiones:

-1 mixotiazol pM

10 15 20 25
< DO [l P | 1 1 1 [ 1
- —_— NACH y succinato oxidasa
.3
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o -
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FIGURA 9. Efecto del mixotiazol sobre la actividad de ia  NADH
succinato oiidasa en membranas de B. cereus y E. phaseoli. La acti-
widad especifica se expresa comp el % de la actividad remanente con
- 'respecto-al ctontrol sin mixotiazol.. . La actividad basal de la NADH
. oxidasa fué de 145 y de 200, vy de la succinato oxidasa fué de 33 y
A8 ‘para R, cereus y R. phaseoli, respectivamente.
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1. Gue en B. cereus existen dos sitios de inhibicion para el HOGQNO,
uno de muy alta afinidad con una Ino de 0.35 M en la via de ouxida—
cién de succinato y otro, menus sensible, con una Ime de 4.0 gM en la

ruta de la NADH oxidasa.

2. E1 blogqueo del transporte de electrones en la oxidacion de succi-
nato y NADH por antimicina A, sugiere por 10 menos un sitio de accion

comin con una Ime, de aproximadamente 25 uM.

3. Ya que el mixotiazol bloquea dos reacciones al mismo tiempo en el
complejo bgca: La transferencia de electrones de QH= a la proteina
Fe-S de Rieske y al cit.bmesey ¥ €1 hecho de que este inhibidor (26.8
pg mitoxiazol/mg proteina) no afecta la actividad de la NADH y succi-—
nato oxidasa en membranas de E. cereus, se infiere un posible comple-
jo 11X diferente al de mitocondria. Por otro lado, la inhibicidn de
la actividad de la NADH oxidasa en R. phaseoli por mixotiazol sugie-
re, gque al parecer existe en éste un complejo III semejante al de mi-
tocondria; sin embargo, el mixotiazol no afecta la oxidacion ée suc—
cinata, 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-—
ficar el esquema inicialmente propuesto por nuestro labaratorio (11),
para el transporte de electrones que provienen de la oxidacion de

succinato y NADH en la cadena trespiratoria de RB. gereus.

La irradiacién con luzs U.V. ({3860 nm) de membranas de E. cereus se ha
probado que destruye la guinona endégena, y con esto practicamente se
suprime la oxidacion de NADH (Figura 4). La oxidacién de succinato
en las membranas irradiadas {(Figura 4) se mantiene en un &5%, y el
efecto de las dos menadionas es poco importante comparado a o que
sucede con NADH (Figura 5). Si estos resultados lo relacionamos con
el potencial redox de la MG (Tabla 1) y del par succinato/fumarato,

esto sugiere que la MG probablemente no es el aceptor primario de la

ShH.

Al pastular una entrada diferente para los electrones donados por SDH
a la cadena. respiratoria, ‘Y‘pueden: existir wvarias posibilidades. . La :
primera podria ser gue la SPH pasara sus electrones a un cit. ‘b 'libre
o intimamente asociado a la SDH, en este nltimo caso existiria un

complejo SDH-cit. b gue tendria un potencial redowx, adecuado para

b
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usar a la Ml comp aceptors tambieén, podria existir un complejo SDH-—
cit. b que tuviera un E's demasiado positivo, para no usar a la MR
como un aceptor y entonces requeriria un aceptor diferente, con un

potencial mas positivo, quizas otro citocromo.

El analisis espectral de los citocromos (Figura 6) y la cinética de
reduccidn de cit. b (Figura 7) en presencia de succinato puso de ma-—
nifiesto una reducciétn inmediata y total de un cit._g, inclusive su-—
perior que la cantidad de cit. b reducido por NADH en los primeros
cinco minutos; el fendmeno anterior acurrid tanto en las membranas no
irradiadas como en las fotoinactivada=s, lo zfual sugiere la existencia

de un complejo entre la SDH y un cit. b en el cual la MG no tendria

participacion.

Konings y colaboradores (20) informaron que en B. suhtilis el comple—
jo SDH-cit. b tiene un E'c = +65 mV y el primer cit. b reducido en la
via de oxidacitn de NADH tienpe un E'g = +140 mVy ademas, proponen qus
el complejo SDH-cit.bmwae transfiere los electrones a la MR-7 (E'o =
=74 mV), sin ninguna evidencia experimental que apoye esta propuesta
y a pesar de la gran diferencia de potencial redox gque existe entre

SDH-—cit. b(E‘o = +45) ¥ a la MQ-7 (E‘'o = -74). For otro lado, en mu-

<tantes- deB. subtilis deficientes en’MQ (aro D), " al- adicionar mena-

.dioha, se’ restaura. la .actividad de la NADH oxidasa, :pero no. la acti-

vidad de la succinato oxidasa (14). ' Estos resultados son controver-—

siales pues por un lado sugieren que la ME-7 o su analago: Menadiona,

" participan. en. la-oxidacién de succinato y sin embargo, no explican el

a6



porque aro D reconstituida en menadiona es incapa:z de oxidar succi-

nato.

En B. subtilis (73) el cit. bame del complejo SDH tiene un peso mele-—
cular de 22,700 y es muy diferente del cit. boeo del complejo II de
mitocondria que tiene dos polipéptidos necesarios para la actividad
succinato—§ reductasa sensible a TTFA (52). Tratando de establecer
una posible similitud entre el complejo SDH-Cit. Dmcoe de E. subtilis
y el sugerido para B. cereus, y aunado al hecho de que no se afecta
la oxidacidén de succinato por TTFA (Figura 3), Se sugiere que el si-—
tio de acciétn de este inhibidor no esta presente o se encuentra modi-—

ficado en B. ceteus.

Se ha demostrado para algunas bacteriasg gque los sitios de accidn para
HOENO y antimicina A son diferentes, situaciotn que no sucede en el
sistema respiratorio de mitocondria. La cinética de inhibicioéon (Fi-—
qgura 8) sugiere diferentes citios de accién para HOGND y antimicina.
Para 1 HDGQNO hay dos sitios, uno de alta afinidad {0.35 pM) en 1a
via de oxidacion de surcinato y otro mucho menos sensible (4.0 uM) en
la ruta diz la NADH oxidasa. Proponemos que 1 sitio de alta afinidad
posiblemente se encuentra cerca o en el cit. bm=g del complejo puta-

tivo -de SDH-cit..b; y 21 de baja.afinidad.entre la MUl y el cit.bas=a

o en este mismo cit. b. - FPor otro lado,.val parecer para la antimici- -~

na existe un sitioc comiGn.:para las vias, .que.posiblemente seria. . el
cit. bpmae, aunque no se descarta la posibilidad de otro sitio no con-

. vergente para las dos vias.



El mixotiazol es citotoxico a células eucaritoticas y por lo general
no afecta el crecimiento de bacterias gram—positiva 6 gram—negativa
(74); esta susceptibilidad podrfia ser debido a las barreras de per-—
meabilidad o por modificaciéon quimica del inhibidor por la bacteria.
Finalmente, tomando en cuenta que el mixotiazol tiene dos sitios de
accidén en el complejo bg,, ¥ €l hecho de que este inhibidor no afecte
el transporte de electranes en las membranas de B. cereus (Figura 9},
se deduce también que padria existir un complejo 1II en las membranas

de B. cereus diferente al de mitocondria (53).

De los resultados obtenidos en esta investigacion proponemos una mo-
dificacion al esquema postulado para el sistema respiratorioc aerdbico
de B. cereus (11), el cual es mostrado en la Figura 10. For analogia
con el sistema respiratorio de B, subtilis {(20) proponemos gque dos
vias alternativas estan comprometidas en el transporte de electrones.
La primera, procede a través de 1la NADH DH, MQ y cit.bus=w; la segun—
da, va del posible complejo estructuro-funcional SDH-cit.bmma al cit.
buse=g. Se hace la salvedad de que los subindices 558 y NSSB para
los dos posibles citocromos b solo es una manera de diferenciarlos

formalmente.

. NADH—NADH DH- \ / a———atas > D=z’
Succ:natu———SDH———baun- > 0=

.Figura 10. Esquema propuesto para el sistema respiratorio aerdbico
‘de B. cereus. e



RECOMENDACIONES

1. Para completar esta investigaci@&n seria necesaria la extraccion
con n—pentano de la quinona endégena (59) y la reconstitucién con MQ-—-
7 y sus analogos. Sin embargo, seria muy importante detectar espec-—
trofotométricamente en forma directa la MQ en las membranas, para lo
cual se podria utilizar el método de Fodzuweit y colahoradure; {75)
modificado, el cual minimiza la dispersiéon de la luz con.un incremem—
to en la sensibilidad y rango espectral comparado a la técnica tradi-—

cional del espectro diferencial.

2. La localizacion exacta de los sitios de accidn de los inhibidores
HOND y antimicina A requiere de un estudio combinado de espectrofo—
tometria diferencial, barrido en modo dual de la reduccién de laos ci-
tocromos y la cinética de reduccion de los citocromos b v £ en dife-

rentes condiciones.

3. .Como se mencionéd, la .2ona del espectro 540-370 nm es compleja y
dific%l.de resolver 'en susﬁcnmpnnentes;jndividuales.deflosm:itGChumns
b v c3 por otro lado, la rescolucion.en el ensayo potenciométrico de
los citocromos parece ser insuficiente para lo complejo de las cade—

nas respiratorias ramificadas en bacterias. El1 tratamiento con deri-—
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vadas de los espectros diferenciales a 77°K en la region de 5S40 a 570
nm permitiria incrementar la resolucion de los citocromos presentes
(30). Si a la propuesta anterior se le agrega el estudio de la inte-—
gracidn del analisis potenciométrico con el método para la desconvo—
lucidan (descomposici@n) de la region de 5S40 a D570 nm a 779K (20) per-—
mitiria la resolucifm mds amplia, necesaria para la distincion de los

citocromos b ¥y € en membranas de B. cereus.

4. Seria de gran ayuda para el estudio de la cadena respiratoria de
B. cereus solubilizar el complejo putativo de SDH-cit.bpme en forma
activa con un detergente no i@gico; por eijiemplo, Triton X-100, como
se ha reportado para B. subtilis {(39), M. luteus (42) y M. phlei 45).
El complejo SDH-tcit.bgme puede ser purificado por el procedimiento
seguido en M. phlei (45) o per una estrategia de contra inmunoelec-—

troforesis (39 y 42).
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