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PROLOGO

Tiempo antes se realizaban estudios respecto al control de la
fosforilacién oxidativa en los cuales intervenian por algunas proposiciones
como que el ADP o el calcio, podrfan controlar la fosforilacién oxidativa;
al respecto investigadores como Chance, Hansford, Pfeiffer y por parte
de nuestro laboratorio Moreno-Sdnchez quienes han intentado profundizar
respecto a estas teorfas; las inclinaciones sobre una u otra teorfa se dan
conforme a los experimentos realizados por estos grupos de
investigadores, de tal manera que hasta el momento existen en el
laboratorio aportaciones en las cuales el calcio ejerce un efecto bastante
importante,

Se aplicaron entonces diversos modelos como higado, rifidn,
coraz6n, pancreas, cerebro, un modelo celular neopldsico co: las células
de hepatoma y finalmente Euglena, este ultimo modelo presentaba
caracteristicas sobresalientes como: ficil crecimiento, adaptabilidad a
diversas fuentes de carbono, crecimiento en diversos rangos de pH,
resistencia a contaminantes, requerimientos nuiricionales minimos y de
ficil obtenci6n, se puede obtener material biolgico en forma répida; sin
embargo, se conoce muy poco respecto al comportamiento de las
mitocondrias en presencia de diferentes fuentes de carbono utilizadas para
el crecimiento celular, y la posible relacion que existe a nivel molecular
en relacién al encendido o apagado de genes presentes en las células y en
las mitocondrias.

El primer paso fue realizar una caracterizacién de las mitocondrias
de células crecidas en diferentes fuentes de carbono; hallazgos importantes
se encontraron en los uitimos 10 afios en los cuales se encontré que es
muy poco el conocimiento y aportaciones dadas por otros investigadores
que han trabajado con este modelo celular.
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Por 1o tanto es importante caracterizar primeramente mitocondrias
de células crecidas en diferentes fuentes de carbono y posteriormente
aplicar los conocimientos dados hasta €l momento respecto al transporte
de calcio y sus efectos.

Sin embargo, hemos encontrado grandes halfazgos que nos han
hecho inclinarnos por una divisién de investigacién propuesta al principio,
de tal manera que actualmente trabajamos en la posibilidad de aislar y
purificar la lactato deshidrogenasa de mitocondrias; adaptar a las células
a concentraciones téxicas para el hombre de metales pesados y utilizarse
como un método de eliminaci6n de los mismos utilizando a Euglena como
modelo; demostrar las posibles relaciones taxonémicas existentes entre las
mitocondrias de Euglena y algunos microorganismos, utilizando criterios
bioquimicos para resolver estas incégnitas y finalmente aislar y purificar
al citocromo o de mitocondrias de Euglena crecida en etanol como tnica
fuente de carbono.




GENERALIDADES

La respiraci6n celular se produce en tres fases principales:

En la primera fase, las moléculas orgénicas de alto peso molecular
se oxidan hasta rendir fragmentos de carbonos que se incorporan como
acetilos formando acetil-CoA. '

En la segunda fase, estos grupos acetilo de la acetil-CoA se
incorporan al ciclo del 4cido cftrico donde se deshidrogenan generando
coenzimas reducidas.

En la tercer fase, los protones (H*) y electrones se transfieren a
moléculas transportadoras, a estas moléculas se les denomina cadena de
transporte de electrones o cadena respiratoria, (Lehninger, 1985). Esta se
compone de una serie de estructuras moleculares capaces de trasportar
electrones con una secuencia tal que permite Ia liberacién de la energfa de
6xido-reduccién en forma de ATP, denominada fosforilacién oxidativa,
es decir, esta tltima se define como el proceso por el cual se forma ATP
mediante una serie de transportadores de electrones que se traasfieren
desde el NADH o el FADH, hasta el oxigeno, (Medina, 1986). Algunos
aspectos sobresalientes de este proceso son:

1) Se lleva a cabo por sistemas respiratorios localizados en la
membrana interna mitocondrial, membrana plasméitica bacteriana y
membrana tilacoidal en cloroplastos. La mayor proporcién del NADH y
del FADH,, provienen tanto de la oxidacién de los 4cides grasos como del
ciclo del 4cido cftrico, procesos que tienen lugar en la matriz mitocondrial
adyacente,

2) La oxidacién de NADH y FADH, conducen a la formaci6n de
tres y dos moléculas de ATP respectivamente. La oxidacién y la
fosforilacién son procesos acoplados mediante un gradiente electroquimico
conocido también como fuerza protén-motriz, (ver Figura 1).



AMINGACIDOS PI[VVAN AC. GRASOS TASE I
ACETILeCoM
cETATO
PASE It
€03,
SUCCINATO SUCCINIL~COA
M aADH 3
a7 P+ Py
HADH deshidrogenasa Cn
207 ty4
Ublquinona
cit b '
C" P E ASE 111
cit ¢y TP
cit ¢ 4
Cltocromo exidasa
{vit ajay) CDP + Pl
\ *e
+
M o+ 0 o J
Figura 1. Se muestr el esquema del acoplamiento entre 1a cadena de transporte de electrones

y el ciclo de Krebs, as como los sitios de formacién de tas moléculas de alta eaergfa
(ATP), (Lehninger, 1985).

La fuerza protén-motriz se genera mediante un gradiente de pH y
el potencial eléctrico transmembranal:

2.3 RT
AP=AY- ——— AgH. ;

donde:

AP ¢s la fuerza protén-motriz; AY el p ial de ¥ ApH la diferencia entre el pH
externo y pH intemo; F es la constante de Faraday; R 1a constante de los gases; T corresponde
a 1a temperatura, (Tedeschi, 1980 y Schlodder y cols., 1982).
El término 2.3RT/F es igual a 60mV a 30°C y 61mV a 37°C.
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La secuencia en la cadena respiratoria debe adaptarse de acuerdo
con su potencial de 6xido-reduccién (redox) estindar, y estdn acomodados
en orden decreciente de electronegatividad, El potencial redox de un par
X/X, por ejemplo, es el voltaje observado cuando las concentraciones de
X, X'y H*, pH=0, son IM. El potencial redox del par H*/H, es cero
voltios (0 V) por definicién, (Stryer, 1990).

Un potencial redox negativo significa que una sustancia tiene una
afinidad més baja por los electrones que la del H,. Un potencial redox
positivo significa que la sustancia tiene mayor afinidad por los electrones
que el Hy; por lo tanto un agente fuertemente reductor como el NADH,
tiene un potencial redox negativo, mientras que un agente fuertemente
oxidante como el oxfgeno tiene un potencial redox positivo, (Stryer,
1990), (ver Tabla I).

Los sitios de fosforilacion son aquelios lugares de la cadena
respiratoria donde se lleva a cabo Ia sintesis de ATP acoplada al
transporte electrénico, utilizando los siguientes criterios :

DEI cambio de energia libre estindar AG® estd relacionado con
el cambio de potencial redox AE’, por:

AG”=-nFAE’, ;

donde:
n es el nimero de electrones transferidos.
F es Ia constante de Faraday y es el cambio de energfa correspondiente al paso de un
mol de clectrones a través de una diferencia de potencial de un voltio (96.39
KJ/electrén-Volt mol o 23.05 Kcal/el Volt mol). AE', expresado en voltios y
AG®" en calorfas por mol.




Tabla I. Potenciales Estdndar de Oxido-Reducci6n

Oxidante Reductor n

Succinato + CO, 2-oxoglutarato 2

Acetato Acetaldehfdo 2

Metil violdgeno 1

Ferredoxina (ox) Ferrodoxina (red) 1

2H H, 2

Beazil violégeno 1

NAD* NADH + H* 2

NADP* NADPH + H* 2

Lipoato (ox) Lipoato (red) 2

Glutatién (ox) Glutatién (red) 2

Accaldehido | Etanal 2

Antraquinona 2

Piruvaio Lactalo 2

Cloruro de trifeniltetrazolium

Menaquinona (ox) Menaquinona (red) 1

Rubredozina (ox) Rubredoxina (red)

Citocremo o (ox) Citocromo o (red)*

Duroquinona 2

Al de Metileno Azut de metileno (red)

Fumarato Succinato 2

Citocromo bk Citocromo bk

Glutatién (ox) Glutatidn (red)

5-Hidroxi-1,4-Naftoquinona 2

Ascorbato : Dehidroascotbato

PES ( {fato de N-etil fenazoni 2

Citocromo ¢ {ox) Citocramo o (red)

Citocromo bt Citocromo bt

Citocromo b {3+) Citocromo b (+2) 1

Fenazinametasulfato

Ubiquinana (ox) Ubiquinona (red) 2

Citocromo o (ox) Citocromo o (red)***

2,6-Diclorofenolindofenol

DAD (2,3.5,6-tesrametilfenilendiaming) 2

Citocroma ¢, (3 +) Citocromo ¢, {+2) 1

CuA

Citocromo d (ox) Citocromo d (red)-

Citocromo ¢ (ox) Citocromo ¢ (red)

T™PD" TMPD 1

Citocromo o (ox) Citocromo o (red)**

Hideoquinona 2

Citocromo a (ox) Citocromo a (ted)

CuB

Citocromo a, Citocromo a,

Fericianuro Ferrocianuso 1

120, + 2H" H,0 2
B, eselp fal estdndar de oxidacidn-reduccién pH 7

25° C; n:mt de el

\

E'(Y)

-0.670
-0.600
-0.430
-0.430
-0.420
-0.311
-0.320
-0.320
-0.290
-0.230
-0.200
-0.100
-0.1%
-0.080
-0.075
-0.057
-0.018
+0.010
+0.011
+0.030
+0.030
+0.040
+0.050
+0.050
+0.055
+0.060
+0.060
+0.070
+0.080
+0.100
+0.125
+0.217
+0.220
+0.220
+0.240
+0.240
+0.250
+0.260
+0.260
+0.280
+0.290
+0.340
+0.385
+0.770
+0.820



* Este citocromo b tipo o se detecté en Azgtohacter yinclandil;
** Este citocromo se detects en Methylophilus methylotrophys.
**+* Citocromo detectado en E, colf, se considera que tiene el mismo potencial redox que ¢l citoctomo
byga.

Citocromo detectado en E, cpll.
« Citocromo detectado en Pargcoccus deniirificans.
Ernster, 1984.; Mahler H., 1966.; Brock T, y cols., 1987.; Anraku Y., 1988.; Nicholls D, 1982.;
Stryer L., 1990.; Medina, 1986,; Henry, 1980,; Henry y Wilson, 1981,; Bacarini-Melandri y cols.,
1981.; Pudek y Bragg, 1976.; Reid e Ingedew, 1979.; Takamiya y Dutton, 1979.; Koland, Milter y
Gennis 1984; Kita, Kinoshi y Anraku, 1986.

De esto se derivan los sitios de fosforilacién debido a tres
diferencias de .potenciales redox, como consecuencia el paso de dos
electrones es suficiente para sintetizar una molécula de ATP, (Stryer,
1990). Estos son:

NADH DH + ferrosulfoprotefnz

NAD >CoQ sitio 1 (12.2Keal o 50..99KI)
b-c,

dith ! > cite sitio I (9.9Keal 0 41.38KJ)
a-3;

cita . > 0, sitio Ilf (23Keal o 96.14KY)

El AG® asociados con la oxidacién de NADH hasta el oxigeno
corresponden a -219.792 KJ/mol.

IDTeorema de Acoplamiento: si la cadena respiratoria y la
fosforilaci6n oxidativa est4n acopladas, ambos fen6menos estin conectados
de tal manera que pueden funcionar sincrénicamente. De hecho, si a una
suspensién de mitocondrias se le suministra sustrato, oxigeno y fosfato,
pero no ADP, la respiracién, (gasto de oxfgeno), es muy baja. Se dice
entonces que la mitocondria estd en estado 4, es decir, su respiracién esta
limitada por ADP.

Si se afiadle ADP, el consumo de oxigeno aumenta
considerablemente (estado 3), hasta que todo el ADP es fosforilado.
Terminada la fosforilacién, la mitocondria recupera lo que se ha
denominado estado 4, (Medina, 1986), (ver Figura 2),



&om‘! Oy

1mia

Figura 2. Muestra el ADP/O, Estado 3 y Estado 4 en mitocondrias de células crecidas en
glutamato-malato como fuente de carbono, Las mi jrias fucron incubad,
(1mg/m!) en medio KME, donde (A) 720, (B) 450, (C, E) 300 y (D) 250 nmoles de
ADP adicionados, (Uribe y Moreno-Sénchez, 1992).

IIDRelacién fésforo/oxigeno (P/O): la relacion P/O indica las
moléculas de ATP sintetizadas por dtomo de oxigeno consumido. Se
determina si se afiade una concentracién conocida de ADP a una
suspensién mitocondrial en estado 4, corresponde con el oxigeno necesario
para fosforilar todo el ADP afiadido, (ver Tabla II).

SUBTRATO Conaumo de Oy eatado 3 Abp/o cR
. (ngdtoans 02/min-1/mg=-1)

0

G+HM 13042(11) 2.910.3 3.620.4
a-cetoglutarato 34+2(4) 1.9%0.4 1.44$0.1
NADH 33+1(6) 2.310.6 2.420.1
Sucocinato 40£2(6) 1.610.2 1.740.5
lactato 56£2(7) 220.1 2.3%0.2
Tabla II. Sefiala el control respiratorio y ADP/O con diversos sustratos en mitocondrias de

Euglena gracilis, (Uribe y Moreno-Sanchez, 1992).
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En teorfa la relacién P/O o ADP/O es igual a tres para el caso de
los sustratos productores de NADH, a dos para el caso de los sustratos
que generan FADH, y a uno para el ascorbato.

ESTRUCTURA MITOCONDRIAL

La mitocondria es el organelo citoplismico capaz de sintetizar ATP
a través de la respiracién, el cual es necesario para desarrollar sus
funciones vitales. Estd constituida por dos membranas denominadas
interna y externa, cntre ellas se localiza el espacio intermembranal y
rodeada por la membrana interna se encuentra la matriz en donde el ciclo
de los 4cidos tricarboxilicos se lleva acabo, (ver Figura 3).

p

2
c ..A_I_ —
. A

Figura 3. Micrograffa electrénica de barrido de mitocondrias de Euglena gracilis crecida en
glutamato-malato + cianuro.
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CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS O CICLO DE
KREBS. '

La fase Il del catabolismo o ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
consiste en una seric de reacciones dentro de la mitocondria, cuyo
objetivo es proporcionar los intermediarios necesarios (H*) para la
obtencién de energfa proveniente de los nutrientes bésicos: carbohidratos,
protefnas y lipidos. La mayor parte se transforman en acetil-CoA (fase 1I),
que inicia el ciclo, reaccionando con el oxalacetato y convirtiéndose en
citrato. Posteriormente por accién de un sistema de deshidrogenasas
especificas se generan cuatro pares de electrones, equivalentes reductores,
que reducen tres moléculas de NAD* a NADH y a una de FAD* a
FADH, (fase IIT), (ver Figura 4).

Acido plrdvice

H,-C

0.CO0H
oA~ SH

—y

Hy~CO=Co A ¢ CO;
xell Co &

ab? @)5H
" coou ; Q0N %'GUN
Wl Acmatmites  SOH \
! I\ o
00H ebidragman
smbke § Gt el @
) 2 Mcooltss tooH
0 D imotiirats dehirageness iy
MO—oon  § oo sutvrsa, L Coon
CH 8 Sucrinalo deshidropents H
Ni 7 Fumatasa
i“" 8 Milato deshirogenana
Ae. fumdric

ADP
ATP

Flgura 4.

P8BS
7

DoH
' Nn‘#ulu
E‘ HABH
oon O COOH ke of cotoputivies
a0
" NADH

Stoh oA

Ciclo de Krebs o ciclo de los 4cidos tricarbox(licos
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Después de una vuelta del ciclo se producen dos moléculas de CO,,
se regenera ¢l oxalacetato, a partir de malato, y se une a otra molécula de
acetil-CoA para reanudar nuevamente el ciclo, Este tiene la peculiaridad
de ser catabblico y anabélico (anfib6lico); por ejemplo, ¢l oxalacetato
puede participar en la gluconeogénesis, al transformarse en fosfoenol
piruvato. Por otra parte, las reacciones anapleréticas proveen al ciclo de
algunos componentes, por ejemplo, la restitucién de oxalacetato a partir
del piruvato por accién de la enzima piruvato carboxilasa, (Lehninger,
1985).

EL TRANSPORTE ELECTRONICO MITOCONDRIAL

La cadena respiratoria se localiza en la membrana interna
mitocondrial. Se compone de ferrosulfoprotefnas en las que los dtomos de
hierro y azufre estin dispuestos en estructuras cibicas, cuyos vértices son
ocupados alternativamente por los 4tomos de fierro y azufre.

Se pueden distinguir tres tipos de ferrosulfoprotefnas asociadas:

1) Ferrosulfoprotefnas asociadas al complejo enzimiticc NADH
deshidrogenasa.

2)Ferrosulfoproteinas asociadas al complejo del succinato.

3)Ferrosulfoprotefnas asociadas con los citocromos b y c,.

Las ferrosulfoproteinas relacionadas con el complejo de! succinato
se denominan S-1, S-2, y las asociadas con el complejo NAD™; con los
simbolos N-1, N-2, etc., (Ernster, 1984). También se ha afiadido-al
esquema anterior dos especies de citocromos tipo b que difieren en su
potencial redox y tienen sus maximos en la banda alfa a 562 y 566 nm.

De acuerdo con su actividad enzimdtica, los cuatro complejos se
definen: NADH-Ubiquinona oxidoreductasa (complejo I),
succinato-ubiquinona oxidoreductasa (complejo IT), Ubiquinol-citocromo
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c oxidoreductasa (complejo III) y citocromo c oxidasa (complejo IV),
(Gonzilez-Halphen, 1990; Moreno-Sénchez y cols., 1991); siguiendo esta
nomenclatura, la ATP-sintetasa se denomina ocasionalmente complejo V,
(Gonzilez-Halphen, 1990).

El nimero de transportadores de cada complejo (cinco en el I,
cuatro en el I, cinco en el Ill y mis de dos en el 1V), permite que se
considere a estas asociaciones como potenciales redox, este concepto
indica que la aceptacién o donacién de un electrén por un componente del
complejo, no modifica sensiblemente el potencial redox estdndar del
complejo en su conjunto; esto permite imaginar a la cadena respiratoria
capaz de transportar a un electrén por segundo en estado de reposo
(estado 4) y hasta de veinte electrones por segundo en el estado 3.

Por razones energéticas, algunos componentes de la cadena
respiratoria y el sistema de sintesis de ATP se encuentran orientados en
forma vectorial a través de la membrana de acuerdo con la Teoria
Quimiosmética propuesta por Mitchell, (1961). El dogma central de esta
hipétesis establece que las cadenas transportadoras de electrones de las
mitocondrias, cloroplastos y bacterias estdn acopladas a la sintesis de ATP
mediante el potencial electroqufmico de protones uH* que se crea a
través de las membranas transductoras de energfa, El potencial
electroquimico generado por el transporte de electrones se utiliza para
impulsar una bomba de protones reversible, que funciona sintetizando
ATP (ATP-sintetasa). Por tanto, cada membrana transductora de energfa
posee dos bombas de protones, una impulsada por el transporte de
electrones o la absorcién de fotones y otra por la hidrélisis de ATP; las
dos bombas tienen la misma orientacién, es decir, que el flujo de
electrones a lo largo de la cadena transportadora de electrones produce
una traslocacién de protones en la misma direcci6n en la que se origina
la hidrélisis de ATP por la ATP sintetasa, (Nicholls, 1982), (ver Figuras
5A,B)
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de p 2 y inato ocusre directo por las distintas
mol(:culas pm(:(cas con dxfc:eutcs caracterfsticas. El transporie de piruvato wiliza un
gradiente de profones, mientras que ¢! transporte de 2-oxeglutarato. succinato y
glitamato toma fugar directaments en un cambio electroneutro con malato o fosfato
inorganico intramitocondrial, y en el caso de glutamato con aspartato, {Morcno-

Sdnchez y cols., 1991},
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‘ ADP'O"EI

H ATP e

Figura 5B. Se muestra ¢l acoplamiento quimiosmético de protones, (Nicholls, 19582),

En la mitocondria, los protones eliminados de los diversos sustratos
por las deshidrogenasas, donan electrones, los cuales sc transfieren al
oxigeno molecular, reduciéndolo a agua.

El transporte de electrones puede ser inhibido por rotenona,
antimicina y cianuro, entre otros; as{ como la fosforilacién oxidativa
puede ser desacoplada por agentes especificos o por ion6foros (2,4
dinitrofenol y valinomicina respectivamente), {ver Figura 6).
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Figura 6. Se muestra la cadena de transporte de electrones ubicando los sitios de inhibicién y
- la posible i i6n de algunos d L




INHIBIDORES DEL TRANSPORTE ELECTRONICO

La fosforilacién oxidativa de mitocondrias de células de mamifero
se bloguea por una serie de compuestos quitmicos y antibi6ticos. Un
inhibidor es un compuesto quimico que puede interrumpir la transferencia
de electrones y como consecuencia, la fosforilacién oxidativa. La
rotenona, la antimicina y el cianuro, (Nicholls, 1982; Ernster, 1984;
Martinez y Chivez, 1990), constituyen un ejemplo de inhibidores. Existen
otros inhibidores que pueden bloquear la fosforilacién oxidativa sin ejercer
un efecto en la transferencia de electrones, éstos se distinguen de los
anteriores debido a que se encuentran en presencia de un desacoplante no
afectan la velocidad de transferencia de electrones, por ejemplo, la
oligomicina, l1a cual puede actuar como inhibidor de Ia ATPasa.

Los desacoplantes, separan la fosforilacién oxidativa de la
transferencia de electrones, mediante el colapsamiento de la fuerza
protéon-motriz  por ejemplo el 2 4-dinitrofenol, el CCCP
(m-clorofenilhidrazona carbonilcianuro), o FCCP (carbonilcianuro
4-trifluorometoxifenilhidrazona), (Nicholls, 1982).

Para fines de nuestro trabajo clasificamos a los inhibidores de la
ubiquinona-citocromo ¢ oxidoreductasa en cuatro grupos segun el sitio
donde actian;

-Grupo I (metoxi acrilato): inhibidores de la oxidacién de la
ubiquinona actuando en la protefna fierro-azufre y en el centro hemo b,
por ejemplo mixotiazol, oudemansinas y estigmatelinas.

-Grupo II (hidroxiquinonas): inhibidores de la reoxidacion dei
centro fierro-azufre y de Ia reduccién del hemo b;,; como la alquilhidroxi-
benzotiazol (UHDBT y PHDBT), las alquilhidroxi-nafioquinonas (UHNQ)
y las quinonas-hidroxiquinolinas (HNDHQQ).
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-Grupo III: inhibidores de la reduccién de la ubiquinona como la
antimicina, la funiculocina, los éxidos de hidroxiquinonas (HQNO,
NQNO) y el diurén.

-Grupo IV: inhibidores varios como la anti-lewisita britdnica (BAL)
que destruye el centro fierro-azufre, (Gonzilez-Halphen, 1990)

El disulfiram es un potente inhibidor de Ia cadena alterna en
mitocondrias de plantas bloque4ndola cuando ciertos sustratos, entre ellos
¢l succinato es usado. Actia sobre los grupos tiol, puede oxidar el
sulfhidrilo y formar un disulfuro simétrico,

A} (C:Hy)-N-C-5-S-C-N-C:Hy) + 2RSH. > Z(C,H,),N-(IZ-SH +RSSR
o !

s S S

o alternativamente una mezcla disulfuro.

B) (C,H)-N-C5-§-C-N-(CH,) + 2RSH—————> (C;H,N-C-SH + R-S-C-N-C:H,);
| I
s s 5

Dependiendo de 1a naturaleza del tiol se formard A o B
A: se forma al reaccionar con tioles de bajo peso molecular,
B: se forma al reaccionar con protefnas que tengan grupos sulfhidrflo.
Hay evidencias de un segundo sitio de inhibicién que puede ser el
complejo I, ademds puede tener un pequeiio efecto desacoplante. Las
oxidasas alternas de mitocondrias de planta tienen una Ki=7uM para
disulfiram el cual ¢s un inhibidor con mayor potencia que el SHAM,
(4cido 2-salicithidroxdmico) que cual también inhibe la via alterna en
mitocondrias de plantas y en el estado cuatro cerca del 30% cuando se
encuentra cerca de niveles saturantes, (Grover y Laties, 1981).



Oligomicina: se enlaza a la F-ATP sintetasa a la membrana y
presumiblemente, impide el movimiento de protones hacia el interior que
de ofra manera, darfa lugar a la formacién de ATP, aunque sigue
permitiendo el transporte de electrones.

Difenilamina (DPA) a concentraciones de 10™*M, puede inhibir la
NADH oxidasa y 1a actividad de la succinato oxidasa en mitocondrias de
planta, y 1a cadena alterna de Euglena, (aunque no es especifico), (Uribe
y Moreno-Sinchez, 1992). A concentraciones menores (2.7X10% M), los
efectos inhibitorios resultan primeramente de la accién entre el 4cido
succinico y la NADH deshidrogenasa y el primer componente citocrémico
de la cadena de transporte de electrones, (Baker y James, 1963), (ver
Figura 7A).

MENADIONA

NADH——FN
\ gt b——— Ct c————+Cit aag——+ 07

/ o,
SUCCINATO— Fs\:\DpA sensible

METASULFATO DE FENAZINA

Flgura 7A. Inhibicién por DPA en la cadena de transporte electrénico.

Mixotiazol: inhibe el segmento b-c, de la cadena de transporte de
electrones, actia de manera general parecida a la antimicina,
diferencidndose esta dltima porque no produce una oxidacién extra del
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citocromo b; ademis el mixotiazol produce cambios espectrales en el
citocromo b de particulas submitocondriales. El compuesto posee sitios de
unién en igual nimero que la cantidad de antimicina al igual que las
constantes de unién, Debido al cambio espectral inducido por el
mixotiazol, se cree que el sitio de unién del compuesto es el citocromo b
del segmento b-c,. Aunque no existen pruebas contundentes, pero se cree
que el mixotiazol no se une al mismo sitio que la antimicina, (Thierbach,
1981}, (ver Figuras 7B, 7Cy 7D).

il Ve
I ‘ I ‘I
Wu—vlam:auxnay, fl q b Cit aja3 4 0y
enona

Figura 7B.

n";;‘;"m . S\fmhur
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Oxidana Alterpa

L
%
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sHi A
'
02
Esquema postulado para las vias de P de el en mi drias de
Euglena: Vfa sensible a Cianuro; - - - - - Oxidasa alierna sensible a SHAM
para el transporte de clectrones de succinato; Tres vias de oxidacion de lactato
en donde esta mediado por un cil tipo b (designado de esta ), el cual

difiere con el citocromo b sensible a cianuro, con una de las tres vias incluyendo la
oxidasa alterna, la segunda es la sensible a antimicina y cianuro y la tercera es la via
resistente a antimicina pero seasible a cianuro; ,-,-.-.-.- vias distintas de oxidacion de
NADH ex6geno, uno de ¢llos sensible a rotenona ademds de incluir la oxidasa alterna,
la siguiente es rotenona, antimicina y cianuro sensibles y por dltimo la tercera que
incluye al citocromo b y sitios sensibles a rotenona y cianuro pero resistentes a
antimicina.
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Figura 7C. El ciclo Q mostrando los posibles sitios de inhibicion do antimicina, mixotiazol y
HQNO. 1a figura de arriba rep ¢l modelo prop por K ko y cols..
1983, fa de abajo muestra el esquema propuesto por Taug y Trumpower, 1986,
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Mitchel Original

QH . = SDH

ok

l\b

J
|

Cr
Mitchell Modificado
Q SDH
e b % K He
Cy qu‘_/‘ J
Trumpower
Cy 1P l oy SDH
QH\'_’ h'..._.__——b\}m
C_.
Figura 7d. El ciclo Q es examinado en inos del P 1 ico. El ciclo normalmente
opera con un electrén introducido por una deshid en la supetficie interna,
da como SDH (Succi deshidrog: del lado derecho. Los electrones

sml removidos de la superficie externa por un miembro de la cadena de (ransporte de
electrones que se nwestra como C, (citocromo C,) o ISP (prote(na fiero-azufre de
Rieske) del lado izquierdo, La entrada del electrén se reduce de ubisemiquinona (QH-)
a ubiquinol (QH,) o bien de quinona (Q) a semiquinona. En ¢l esquema original de
Mitchefl, un electrdn de 1a quinona es reciclado vla citocromo b para regenerar
bisemiquinona de ubiqui {Q), mi queelotm' (rén se transficre por el
C,. En este esq Ia forma red para los citocromos b es QH, y el
oxidado es Q. El esquema se modifica como s¢ muestra en la parte ceniral debido a
que QH' es mayormente reductor que QH;. En este esquema un eleciron se transfiere
del quinol al citocromo C, para generar ubisemiquinona, ef presunto reductor de bajo
polencial citocromo bt, y el otro clecudn regresa a través de Jos citocromos b para
formar ubiquinol a partir de la ubi inona. En este esq el par reducido para
los citocromos b es Q/QH» y el par oxidado es QHYQH,. Em el esquema de
Trumpower un electrdn del ubiguino! se transfiere al citocromo C,. via protefna
fierro-azufre, pero el otro electrdn se transfiere a través del citocromo b para formar
ubisemiquinona a panir de la quinona, En este esquema el par Q/QH' es tanto
reductor como oxidante para los citocromos b. La antimicina bloquea a oxidacién de
1os citocromos c en todos los esquemas, (Hendier y cols., 1985).
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ANTECEDENTES

Euglena gracilis es un microorganismo flagelado, de vida libre con
caracterfsticas de planta por presentar pelicula y cloroplastos, (Buetow,
1968) y de célula animal por presentar flagelo y mitocondrias; por la
primer razén se considera que es un microorganismo quimiocautotrofo;
tiene una amplia capacidad de adaptabilidad y crecimiento en una gran
variedad de condiciones nutricionales: medios mincrales u orgdnicos
(Hutner, 1956; Hutner y cols., 1966; Haigh y Beevers, 1964; Cook y
Carven, 1966; Sharpless y Butow, 1970; Devars y cols., 1992). Ademis
puede crecer y adaptarse a estos medios en condiciones desfavorables,
como por ejemplo, crecer en presencia de sustancias téxicas, metales
pesados e inclusive, inhibidores de la cadena de transporte de electrones,
(Sharpless y Butow, 1970; Bariaud y Mestre, 1984; Duret y cols., 1984;
Bonaly vy cols., 1986), (ver Figura 8).

Por ser un organismo unicefular, de ficil manejo, con un periodo
corto de generacidn, se ha extendido a otras dreas de investigacién como
sintesis protefca en cloroplastos, (Edelman y Kahana, 1989); biologia
molecular en cloroplastos utilizando DNA y RNA, aislamiento de ambos
dcidos nucleicos, (Hallick y Buetow, 1989; Avadhani y Freyssinet, 1989);
sfntesis de 4cidos grasos, (Inui y cols., 1984 a, b); composicién de
citocromos de cadena respiratoria, (Sharpless y Butow, 1970 a, b):
fosforilacién oxidativa, (Yokota y Kitaoka, 1979; Yokota, Haga, Kitaoka,
1985; Buetow y Buchanan, 1965; Sharpless y Butow, 1970 a; Collins,
Brown y Merret, 1975; Moreno-Sdnchez y Raya, 1987); estudios de
contaminacién de agua, (Bariaud y Mestre, 1984); por otro lado, Euglena
puede crecer en medios de cultivo orgénicos como el acetato a pH 6.5-7.0
(Danforth, 1953), etanol a pH 3.5, (Buetow, 1968; Buetow y Buchanan,
1965; Sharpless y Butow 1970 b); en glutamato mas malato a pH 3.5
(Sharpless y Butow 1970 a, b); succinato a pH 3.5, (Sharpless y Butow,




23

1970 a, b). Por otro lado a Euglena se le puede utilizar como modelo
hepético, (Thuiller-Bruston, Briand y Laval-Martin, 1990). Estas y otras
caracteristicas hacen de este modelo, una interesante aplicacién en la
bioquimica basica.

b~ - -Microfilamentos

. lento ~
m -~ ~Flagelo locomater

~Canal
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Cloroplastos—="" — = Pirenoide
— — Mucocistos
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Patamito~ o __ |
. —Veticula fosfolipidica
Figura 8. Esquema de Euglena mostrando algunas de sus estructuras subcelulares.

Euglena_gracilis presenta estructuras intracelulares importantes,
(ver Figura 8); para su crecimiento la célula necesita de Na*, K*, Ca’",
Mg**, Cl', $0.**, PO, H,0, Zn*", nitrégeno, oxigeno, carbono; ademds
requieren vitamina B, vitamina B,;, y algunos cofactores, un pH
especifico, (el mejor crecimiento se logra a pH 4cido de 3.5), en la
mayoria de los casos el pH adecuado permite un consumo méximo de
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oxigeno pero no siempre se obtiene el crecimiento 6ptimo.

A diferencia del ciclo de Krebs, que s¢ presenta en mitocondrias de
c€lulas de mamiferos, en el de Euglena se observan muchas enzimas
diferentes, (ver Figura 9).

Glicalnis
Firuvate Piruvato DH Oridoreductasa
Dependiente de NADP™
Acetil CoA
Citrato sintetasa
OXALATETATO CITRATO
Hatste 0% NADH NAOPH Aconitass
NAD' NADP' SOCITRATO
MALATO
¥ Y bocitrato DH
. NAD® NADP B oy
umarassé
NADH NADPH
FUMARATO 2- OXOGLUTARATO

- 2-+oxoqutarato
Succinato OH Jao  WARe ‘/Qiﬁf’r oxtz
SUCCINATO
succiiato SEMIALDEMIDD €07

TAMATO
Suceinato aem GLUTAMAT!

aidehide OH GABA 2-cxogqtarate
NAD' NADP" amine iranslerass
GAPA 2-oxogitarsto
co
lutamato ]
gouuubnxlhn
GLUTAMATO

Figura 9. Ciclo de Krebs de Euglena con sus diferentes enzimas,
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DESCRIPCION DE ALGUNAS ENZIMAS PRESENTES EN EL
CICLO DE KREBS DE EUGLENA

Citrato sintetasa aconitasa: (aconitato hidratasa) cataliza la
reaccién de oxalacetato a citrato, se le ha localizado en la matriz
mitocondrial y en los glioxisomas de Euglena gracilis; participa en el
ciclo del glioxilato, (Graves y cols., 1974; Collins y Merret, 1975).

Aconitasa (aconitato hidratasa): cataliza la conversién de citrato
a isocitrato en et ciclo de los 4dcidos tricarboxilicos en mitocondrias de
células animales, esta localizada en la matriz mitocondrial; se ha detectado
en mitocondria, (Bégin-Heick, 1973) y glioxisomas, (Cook y Carver,
1966; Cook y Heinrich, 1968).

Isocitrato deshidrogenasa: lleva a cabo la conversion de isocitrato
a 2-oxoglutarato; se han encontrado dos tipos de enzimas dependientes
especificamente de NAD* o de NADP*, La especificidad por el NAD™*
de la isocitrato deshidrogenasa solo se ha encontrado en mitocondria y la
otra se ha localizado en citosol; ambas enzimas requieren para su mejor
actividad la presencia de Mn?* y Mg?*, (Oda y cols., 1982).

2-oxoglutarato  descarboxilasa y succinato semialdehido
deshidrogenasa: las mitocondrias de plantas superiores y las de células
animales, tienen un complejo enzimdtico que oxida 2-oxoglutarato a
succinato via succinil-CoA catalizado por la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa, (Zubay, 1988). El paso de succinil CoA a succinato es
catalizado por la succinil CoA sintetasa, (también llamada succinil
tioquinasa), reaccidn en la cual la energia del enlace tioester se conserva
como energia quimica para ser usada en la fosforilacién de GDP en
mitocondrias de mamifero, (Zubay, 1988), o ADP en mitocondrias de
plantas superiores. En contraste, en mitocondrias de Euglena, el
2-oxoglutarato es oxidado a succinato via 2-oxoglutarato descarboxilasa
y succinato semialdehido, (ver Figura 9). Las actividades de la enzima son
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dependientes de CoA y de pirofosfato de tiamina, se encuentran como
enzimas constitutivas; la presencia de dos succinato semialdehido
deshidrogenasas, las cuales requieren una de ellas NAD* y la otra de
NADP*, catalizan la conversién de succinato semialdehido a succinato,
(Tokunaga y cols., 1976b). La ruta de oxidacién del 2-oxoglutarato a
succinato es rdpida, pues uno de los mejores sustratos respiratorios para
mitocondrias de Euglena es el succinato semialdehido, (Tokunaga y cols.,
1976a).

Succinato deshidrogenasa: Cataliza la oxidacién de succinato a
fumarato. Esta enzima es dependiente de la fuente de carbono utilizada
para el medio de crecimiento; el acetato promueve la actividad enzimética,
(Bégin-Heick, 1973). La adicién de glutamato al medio de crecimiento
fotoautotr6fico aumenta su actividad; su grupo prostélico es el FAD*,
(Tokunaga y cols., 1976b).

Fumarasa (fumarato hidratasa): Cataliza la conversién de
fumarato a malato. Esta enzima se localiza en la matriz mitocondrial, su
actividad es mayor en células crecidas fotoautotréficamente, en cambio en
células de mamiferos esta enzima se encuentra en mitocondria y citosol,
(Horrum y Schwartzbach, 1980a).

Malato deshidrogenasa: Cataliza la oxidacibn de malato a
oxalacetato. Se han detectado dos formas de esia enzima, una mitocondrial
y otra citopldsmica. La forma dependiente de NAD* se encuentra en la
matriz mitocondrial de células de animales, (Zubay, 1988) y en plantas,
.(Rihter, 1978). En Euglena la forma dependiente d¢ NAD* ha sido
aislada y purificada; se han reportado dos isoenzimas una en citosol y otra
en peroxisomas pero con propiedades distintas, La forma dependiente de
NADP* se encuentra en matriz en un 42% y en un 50% en el espacio
intermembranal; localizada también en cloroplastos de plantas superiores,
(Slack, y cols., 1969; Ting y Rocha, 1971).
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Davis y Merret (1974), reportaron una malato deshidrogenasa en
peroxisomas de Euglena mostrando una fuerte inhibici6n por oxalacetato;
en Euglena se encuentran las dos formas NAD* y NADP*, y se localizan
en mitocondria y citoplasma, (Peak y cols., 1972). Isegawa y cols. (1984)
y Miyatake (1985a), encontraron una forma en matriz y la otra en espacio
intermembranal.

Algunas otras diferencias entre otro tipo de mitocondrias y
mitocondrias de Euglena son por ejemplo la existencia de la lanzadera del
GABA, (4cido gama amino butirico), y la Piruvato oxidoreductasa
dependiente de NADP*, (Inui y cols., 1991)

La lanzadera del GABA involucra tres enzimas: glutamato
descarboxilasa, GABA-2-oxoglutarato aminotransferasa y succinato
semialdehido deshidrogenasa, unidas al glutamato en el ciclo de Krebs, las
tres enzimas se encuentran localizadas en la matriz mitocondrial,
(Tokunaga y cols., 1979).

La piruvato:NADP* oxidoreductasa de Euglena gracilis, es una
proteina homodimérica con un peso molecular de 309 kDa, es una
flavoenzima fierro-azufre que contiene tiamina pirofosfato (TPP); la
enzima contiene dos dominios funcionales, uno en el cual contiene un
centro fierro-azufre aistable en forma homodimérica por proteolisis; el
otro dominio que contiene FAD es liberado en forma monomérica; se ha
visto que el piruvato es oxidado en una dependencia de la CoA al formar
CO, y la union de la acetil-CoA en el dominio fierro azufre ademds de
que un par de electrones sea {ransferido al dominio donde se encuentra el
FAD en donde el NADP™ ¢s reducido. El TPP (Pirofosfato de tiamina)
se le ha considerado que se encuentra unido al dominio fierro-azufre.

La descarboxilacién de 2-oxo4cidos es catalizada por la CoA libre
y por un complejo multienzimdtico de deshidrogenasas que se localiza en
muchos sistemas de organismos vivos, €l poder reductor del sustrato es
transferido al NAD™; en contraste la.piruvato NADP* oxidoreductasa de
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mitocondrias de Euglena gracills, cataliza la reaccién, (Kitaoka y cols.,
1989; Inui y cols., 1984):

Piruvato + CoA + NADP*-————>CO0, + Acetil-CoA + NADPH

Se ha encontrado que esta enzima tiene un papel importante en la
fermentaci6n de esteres de ceras, (Inui y cols., 1985; Inui y cols., 1982).
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OXIDASAS TERMINALES

Los organismos provistos de sistemas en los cuales se obtiene
energia a través del flujo de protones (H*), contienen un sistema
transportador de electrones denominados citocromos, término introducido
por Keilin (1925). El funcionamiento de esta cadena de transporte de
electrones es debida al movimiento electrogénico de la fuerza
protén-motriz dirigida hacia la sintesis de ATP, el cual sirve para
situaciones secundarias de las células, tales como el transporte de solutos,
la secrecién de proteinas y la movilidad celular. En bacterias se ha
encontrado una amplia coleccién de componentes transportadores de
electrones como grupos fierro-azufre, quinonas, quinonas y citocromos,
especialmente citocromos con diferente grupo prostético, tales como el
agy, b, ¢, d, o, presentes en membrana citopldsmica. Estos citocromos
pertenecen a un grupo diferente de oxidasas terminales en cadenas
respiratorias especie-especificas, (Knowless, 1981).

Durante los tltimos diez afios se ha avanzado en el estudio de los
citocromos bacterianos, obteniéndose evidencias respecto a las oxidasas
terminales, las cuales contienen menos subunidades, generalmente tres o
cuatro, que las oxidasas de mitocondrias de células de eucariotcs. Las
subunidades de las oxidasas bacierianas guardan cierta similitud con las
subunidades de enzimas de tipo eucariote y hasta son usadas como formas
de identificacién de estructura y funcién asf como mecanismos de
interaccién quinona-hemo b, transporte de electrones acoplada a la
traslocacion de protones, y reduccién de oxfgeno en complejos de oxidasas
terminales. La nomenclatura introducida por Keilin se ha ido modificando
en primer instancia, los nombres originales basados en la definicion
espectroscdpica para los citocromos a,, a;, y by de Escherichia coli se
nombran ahora como: el citocromo a, que contiene un protohemo IX, es
un citocromo by, (Anraku y Gennis, 1987), el citocromo a, contiene
cloro y por tanto es un citocromo d, (Anraku y Gennis, 1987): el
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citocromo b, es una mezcla de citocromos tipo b que contienen
protohemos tipo IX, los cuales se ha visto que consisten en cinco
componentes, citocromos bsgs, bsgi, Dsssy bser ¥ 0, (Anraku y Gennis,
1987).

En muchas bacterias hay mis de una oxidasa terminal en la
membrana citopldsmica, estos sistemas respiratorios estdn ramificados a
sitios de oxidasas o a sitios de deshidrogenasas, (Ludwig, 1987; Anraku
y Gennis, 1987). Hay dos grupos de oxidasas: uno ¢s el de la citocromo
c oxidasa (clase I) y el otro es una quinol oxidasa (clase II). Las oxidasas
clase T reciben electrones del ferrocitocromo ¢ y reduce al oxigeno
molecular para producir agua. Las enzimas de clase I pueden dividirse
ademdas dentro de dos subgrupos: clase IA enzimas que contienen un
grupo hemo a y Cu?* y enzimas de clase IB que contienen hemos tipo b
o hemos tipo o.

Las quino! oxidasas, las cuales se han localizado en bacterias y en
mitocondrias de plantas, reciben clectrones de los ubiquinoles y/o
menaquinoles y los transfieren al oxigeno molecular, Estas enzimas estin
enteramente dispuestas con grupos hemo a, pero contienen hemos tipo b,
hemos tipo o y Cu?* (clase TTA), o hemos tipo b y hemos tipo d, (clase
1IB), (Anraku, 1987).

Clase IA: Citocromo ¢ Oxidasas conteniendo Hemos tipo aa; o caa;

Las enzimas que pertenecen a esta clase presentan una sorprendente
homologia y similitud estructural a las enzimas mitocondriales aunque
estas estdn compuestas por dos o tres subunidades, (Ludwig, 1987;
Anraku y Gennis, 1987). En principio estas contienen hemos tipo aa; o
cpaay y dos 4tomos de cobre por mcl de hemos tipo a, y estin
directamente envueltos en la traslocacién de protones.
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Clase IB: Citocromo ¢ oxidasas conteniendo hemos tipo o

Las oxidasas terminales de la clase IB contienen hemos tipo o (tipo
b) y ¢ o hemos tipo o que pueden recibir electrones a partir del citocromo
¢, se ha encontrado en muchos géneros de bacterias y han atraido la
atencion de los investigadores porque los sistemas respiratorios
mitocondriales enteramente carecen-de este tipo de actividad de oxidasa,
(Anraku y Gennis, 1987; Cronan y cols., 1987). La coexistencia de
oxidasas clase IB en varios microorganismos en los cuales las funciones
de las oxidasas de clase IA se ven mejor reflejadas para el metabolismo
energético aerobico; sin embargo, las oxidasas (IB) generan una via o
transporte de electrones alterna bajo condiciones limitantes de O, e’
inclusive en presencia de este, pueden utilizarse en diversas condiciones.

~ Enelpresente, las caracteristicas de las enzimas de clase IB como

oxidasas terminales pueden describirse como sigue:

a)Contienen hemos tipo o (un tipo b} que reacciona con CO,

b)Estas oxidan sustratos con alto potencial, citocromos ¢ solubles
y TMPD, y no presentan actividad de quinol oxidasa.

c)Sus actividades son inhibidas por bajas concentraciones de azida
y cianuro (las Ki's encontradas para este sistema son; 1.13uM y 2uM
respectivamente en Methylophilus methylotrophus), (Froud y Anthony
1984).

d)Pueden catalizar la traslocacién de protones en proteoliposomas,
acoplada con pulsos de ferrocitocromo c por cambios en la oxidasa. Hay
ahora una evidencia convincente de que estas enzimas son ampliamente
distribuidas en bacterias y constituyen una desviacién o bifurcacién de la
cadena de transporte de electrones en paralelo con las oxidasas de tipo
terminal de clase IA, (Poole, 1983 y Ludwig, 1987). Cabe hacer notar
que el nombre de citocromo o, descubierto primeramente por Chance y
colaboradores (Chance, 1953a,b; Castor y Chance, 1955; Castor y
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Chance, 1959) el cual proviene por Ia unién de este con el CO, la cual es
una reaccién tfpica de citocromos identificado como un pigmento con
caracterfsticas de oxidasa terminal,

Estudios recientes indican que la oxidasa terminal consistiendo de
citocromos o (un tipo b) y ¢; el citocromo o, puede ser purificado cercano
a la homogeneidad con una enzima que puede oxidar ferrocitocromo ¢
soluble y transferir los electrones al oxigeno molecular; basindose en
estos conocimientos, y partiendo de la definicion original, (Castor y
Chance, 1959), se adopt6 .el término de co 0 tipo 0 como una nueva
nomenclatura para las oxidasas de clase IB que consisten en oxidasas de
citocromo ¢ oxidasa conteniendo hemos tipo o, (Anraku y Gennis, 1987);
s¢ ha encontrado que para ethylophil meth un
microorganismo metilotrépico obligado, es capaz de inducirsele la
actividad de CO oxidasa en condiciones de exceso de metanol y
condiciones limitantes de oxigeno, incrementando la actividad por
aproximadamente 10 veces mas. Estudios recientes indican que Ia cadena
respiratoria de este microorganismo estd constituida de dos citocromos
tipo o (tipos b) y dos citocromos ¢ endégenos; el citocromo o presenta un
alto potencial redox y reacciona con CO. La actividad de citocromo
oxidasa es inhibida no competitivamente por azida (Ki= 1.13uM) y
cianuro (Ki=2uM), (Froud y Anthony 1984).

Clase IIA: Quinol Oxidasas conteniendo hemos b y hemos o

Escherichia coli, es un microorganismo facultativo, contiene varios
citocromos tipo b, cuatro de los cuales son citocromos byg, besg, 0, bigs,
son los componentes de las ubiquinol oxidasas, (Anraku y Gennis, 1987);
no tienen citocromo ¢ oxidasa, se sintetiza un citocromo cy,, durante el
crecimiento anaerobico el cual se ha visto recientemente que tiene
actividad de hexahemo nitrito reductasa. Shipp y colaboradores midieron
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los espectros diferenciales de E._coli a baja temperatura y concluyeron
que las bandas alfa, previamente atribuidas al citocromo by, es una
composicién de las bandas de absorcién de cinco o mds diferentes
pigmentos y que el microorganismo presenta por lo menos tres hemos tipo
b; también se encontré que son tres los mejores componentes de absorcién
méxima alrededor de 556, 558 y 563 nm. El complejo citocromo bgg,-0
es el tinico ejemplo de la funcionalidad de ubiquinol oxidasa conteniendo
hemos b y o y dos dtomos de cobre, (Matsushita y cols., 1987).

Clase IIB: Quinol oxidasas Conteniendo Hemos b y Hemos d

Las dos quinol oxidasas conteniendo hemos b y d pero no dtomos
de cobre y han sido purificadas a partir de membranas de Escherichia
coli. El complejo byg-d, es una ubiquinol oxidasa de la cadena

respiratoria de Photobacterium phosphoreym, (Watanabe y cols., 1975;
Watanabe y cols., 1979; Konishi y cols., 1986).



34

OXIDACION DE SUSTRATOS EN MITOCONDRIAS DE Eugiena
gracilis,

Las mitocondrias de Euglena pueden oxidar una extensa variedad
de sustratos incluyendo NADH ex6geno, (Buetow y Buchanan, 1965;
Sharpless y Butow, 1970; Collins y cols., 1975; Kiimmel y Brinkmann,
1988; Devars y cols., 1992; Uribe y Moreno-S4nchez, 1992; Uribe y
cols., 1994); lactato, (Priece, 1962; Rutner y Price, 1964; Sharpless y
Butow, 1970; Lord y Merret, 1971; Collins y cols., 1975; Calvayrac y
cols., 1978; Tokunaga, 1979; Isegawa, 1984; Buetow, 1989; Uribe y
Moreno-Sanchez, 1992); succinato, (Buetow y Buchanan, 1965; Sharpless
y Butow, 1970 a,b; Khan, 1974; Datta y Khan, 1977; Tokunaga y cols.,
1976; Kiimmel y Brinkmann, 1988; Moreno-Sénchez y Raya, 1987, Uribe
y Moreno-Sénchez, 1992); glutamato/malato, (Buetow y Buchanan,
1965; Khan, 1974; Datta y Khan, 1977; Moreno-Sénchez y Raya, 1987;
Uribe y Moreno-Sanchez, 1992; Uribe y cols., 1994); Isocitrato, (Cook
y Heinrich, 1968; Graves y Becker, 1972, Collins y Merret, 1975; Oda
y cols., 1982); 2-oxoglutarato, (Buetow y Buchanan, 1965., Sharpless y
Butow, 1970 a, b., Collins, y cols., 1975 a, b; Calvayrac y cols., 1978;
Uribe y Moreno-Sanchez, 1992; Uribe y cols., 1994); Acetato, (Danfort,
1957; Cook y Heinrich, 1968); GABA, (Tokunaga y cols., 1976);
succinato semialdehfdo, (Tokunaga y cols., 1976).

Poco se sabe acerca de la oxidacién del etanol, algunos autores
mencionan que probablemente sea la misma vfa de oxidacién del acetato,
sin embargo, adn existen dudas al respecto por lo que otros investigadores
mencionan que dicha vfa no existe 0 no es probable, (Danforth, 1957;
Cook y Carven, 1966 y Danforth y Wilson, 1957). Estos autores
encontraron que cuando las células eran crecidas en presencia de etanol
o acetato, se induce la sintesis de enzimas del ciclo del glioxilato y
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ademis que en estas mismas condiciones hay un incremento en la
capacidad respiratoria comparada con células crecidas en forma autotréfica
y/o con sustratos tales como succinato o malato.

Existen dos tipos de alcohol deshidrogenasas: ADH-1 y ADH-2
dependientes de NAD*, estas observaciones se hicieron en Astasia longa
el cual es un protozoario flagelado perteneciente al orden Euglenida,
(Bégin-Heick, 1973); se encontr6 una actividad once veces més alta en un
homogenado de células y cinco veces més en la fraccién particulada y
probablemente mitocondrial; la ADH-1 puede inducirse bajo ciertas
condiciones y la ADH-2 se encuentra como una enzima constitutiva, Mego
y Farb (1974) describieron una isopropanol deshidrogenasa distinta a la
ADH en Euglenag gracilis 7 recientemente se ha demostrado la existencia
de alcohol deshidrogenasa en la fraccién microsomal de células de
Euglena_gracilis crecida en medio mineral mas lactato o etanol como
fuente de carbono, (Julistiono y Briand, 1992); la actividad de la ADH
disminuye a una concentracién de 50mM de etanol, pero la actividad
oxidativa de etanol de la fraccibn microsomal continia latente;
correspondiendo este incremento a un incremento en la cantidad de
citocromo P_; esto corresponde a las células de mamifero de igual
manera, es decir, que en las células hepéticas, el consumo crénico de
alcohol induce una disminucién en la actividad de ADH; pero existe un
incremento en Ia actividad del sistema oxidante de etanol de la fraccién
microsomal, que es una forma diferente de oxidacién de alcohol respecto
ala alcoho! deshidrogenasa, (Lieber, 1982); al mismo tiempo este sistema
oxidativo es importante en la oxidacién de otro tipo de alcoholes, (Garo
y cols., 1981; Koop y cols., 1982).
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Sharpless y Butow, (1970 a, b), propusieron por primera vez la
presencia de vfas alternas de oxidacién de sustratos en mitocondrias de
Euglena, en particular de lactato, en la cual se supone es especifica para
el mismo, asi como para el NADH y que se saltan el sitio de inhibicién
de la antimicina. Estos investigadores encontraron que las mitocondrias de
células blanqueadas (crecidas en la obscuridad) de Euglena en
glutamato/malato como fuente de carbono, exhiben un transporte de
electrones que en muchos aspectos se parecen a mitocondrias de células
de mamifero. .

Encontraron la presencia de tres sitios de acoplamiento, y sugieren
que uno de ellos puede ramificarse selectivamente por una via alterna de
transporte de electrones; asi como la presencia de una oxidasa de
succinato, la cual se encuentra mejor expresada cuando el medio de
cultivo contiene succinato + antimicina, o en su defecto contiene etanol
como fuentes de carbono, y que se vueiven insensibles a cianuro de
potasio (KCN), que es marcadamente estimulada por AMP. Por otro lado,
encontraron que el NADH ex6geno puede dirigirse por esta misma via con
las mismas observaciones; esta succinato oxidasa parece estar relacionada
a la cadena de transporte de electrones a través de la succinato
deshidrogenasa.
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LA CADENA RESPIRATORIA DE MITOCONDRIAS DE
Euglena gracilis

Euglena también presenta una cadena de transporte de electrones
con caracteristicas importantes.

La organizacién de la cadena respiratoria de las mitocondrias de
Euglena es muy compleja, las mitocondrias presentan una citocromo
oxidasa sensible a cianuro la cual parece ser similar a la citocromo
oxidasa encontrada en mamfferos y en plantas superiores. Adem4s también
presenta vias especificas de oxidacién de sustratos como Ia oxidasa alterna
para succinato, lactato, NADH, glicolato y glicina. La oxidacién de estos
compuestos est4 acoplada a la fosforilacién oxidativa y la formacién de
ATP, (Douce, 1985; Lloyd, 1974; Tokunaga y cols,, 1976a, 1979;
Gémez-Silva y cols,, 1985; Uribe y Moreno-Sénchez, 1992; Uribe y cols,
1994). En la figura 6 se muestran algunas de las vias de oxidaci6n de los
diferentes sustratos.

La via sensible a cianuro es responsable de la transferencia de
electrones a partir de NADH y succinato en mitocondrias de células de
mamifero y en mitocondrias de plantas superiores. l.a cadena respiratoria
en células de mamifero, es extremadamente sensible al cianuro; en
contraste, pricticamente casi todas las células de plantas presentan una
respiracién residual en presencia de cianuro, azida, mondxido de carbono
o antimicina cuando estos inhibidores se encuentran en concentraciones
suficientes para inhibir la citocromo oxidasa o al citocromo b
completamente, (Siedow, 1982). Asi mismo Ia insensibilidad a cianuro se
ha encontrado también en hongos, en protozoarios y algas, (Lloyd, 1974).

Las altas concentraciones de cianuro o antimicina no bloquean
completamente Ia oxidacién de succinato por las mitocondrias de Euglena,
(Buetow y Buchanan, 1963). Esto sugiere la presencia de v{as resistentes
a cianuro o a antimicina, (Raison y Smillie, 1969; Sharpless y Butow,
1970 a,b). Al parecer esto ocurre dependiendo de la fuente de carbono
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utilizada para el crecimiento de las células o en su defecto puede
inducirse, por ejemplo, esto ocurre en mitocondrias de células crecidas en
etanol como fuente de carbono, pero no en células crecidas en presencia
de glutamato mé4s malato. La induccién puede ser por la presencia de
antimicina incorporada al medio de crecimiento, (Sharpless y Butow
1970b; Calvayrac y cols., 1971). Devars y cols., (1992) demostraron la
sensibilidad de la respiraci6n endégena a cianuro en mitocondrias de
células crecidas en medio de peptona - acetato y en mitocondrias de
células crecidas en medio de glutamato + malato, también reportaron la
relacién citocromo o/aa, sin que se encontraran diferencias significativas.
La actividad de las vias alternas es baja durante la fase de crecimiento
exponencial de Euglena en un medio definido conteniendo sacarosa,
succinato, DL-malato, L-glutamato, DL-aspartato y glicina como fuentes
de carbono, pero su actividad se incrementa cuando durante la fase
estacionaria de crecimiento, (Stewart y Gregory, 1969; Devars y cols.,
1992).

La oxidaci6n de succinato por la via alterna es resistente al cianuro
y la antimicina y es estimulada por la adicién de AMP, como lo hace la
presencia de ADP, ATP, GMP, o IMP, pero no por la adicién de AMPc,
(Sharpless y Butow, 1970b); durante los iiltimos afios se ha estudiado este
efecto estimulante; en nuestro laboratorio hemos observado que en
mitocondrias de células crecidas en diferentes medios de cultivo (peptona,
glutamato-malato, y especialmente en etanol), no existe efecto
estimulatorio por AMP, aunque aiin existan reportes en donde se
mencione esta estimulacién, por lo que sugerimos que quiz4s se trata de
un artefacto producido por la actividad de la Adenilato cinasa. La
oxidacién de succinato por la via estimulable por AMP no estd acoplada
a la fosforilacién. La oxidacién de NADH ex6geno en presencia de
cianuro es oxidado por la via resistente a cianuro, esta oxidacién no es
estimulada por AMP, (Uribe y Moreno-Sénchez, 1992), (ver Figura 7B).
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Las mitocondrias de células crecidas en presencia de succinato por
largos periodos de tiempo, presentan una actividad de succinato oxidasa
caracterizada por una parcial resistencia al cianuro y también a la
antimicina y por una carencia de estimulacién por el AMP, (Sharpless y
Butow, 1970b). Asf que entonces las mitocondrias de Euglena parecen
tener una tercer actividad de succinato oxidasa asociada con sensibilidad
al cianuro y una asociada con la estimulacién de AMP resistente a
cianuro. No se sabe acerca de si la oxidaci6n de succinato por esta tercer
via pueda estar asociada con la fosforilaci6n, (ver Figura 7B).

Euglena gracilis oxida D- y L-lactato a muy altas velocidades,
(Price y Vallee, 1962; Calvayrac y cols., 1978). Esta oxidacién es
dependiente de la presencia de zinc en el medio de crecimiento, (Price,
1962). La oxidaci6n de lactato estd acoplada a dos fosforilaciones,
(Sharpless y Butow 1970 a,b) de acuerdo con los datos encontrados por
Rutner y Price (1964) donde los electrones de la oxidacién de D-lactato
entran a la cadena de transporte de electrones en Euglena a nivel de la
ubiquinona. Ademds, la oxidacién de D- y L- lactato es inhibida un
40-50% por antimicina. Asf que entonces por los resultados encontrados,
Sharpless y Butow propusieron que la oxidacién de lactato procede por
una viz alterna de electrones que se bifurca antes del sitio de inhibicién
de la antimicina pero que también tiene dos sitios de fosforilacién y que
uno de ellos se encuentra acoplado al flujo de electrones de los citocromos
ay a, al oxigeno y el segundo sitio similar a pero no idéntico con el flujo
de electrones del citocromo b al citocromo ¢. En este modelo los
electrones son transferidos a partir de lactato, a una molécula de
citocromo tipo b insensible a antimicina y de allf al citocromo ¢ con su
transferencia de electrones acoplada al resto de la cadena de transporte de
electrones. La demostracion directa de fosforilacion oxidativa debida a la
oxidacién de L-lactato con una ADP/O de aproximadamente 2 la cual es
resistente a antimicina (y sensible a HQNO), (Uribe y Moreno-Sénchez,
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1992), confirman que el L-lactato es oxidado por una via alterna que se
conecta a nivel de la citocromo ¢ oxidasa.

Debido a que la oxidaci6n de lactato es parcialmente sensible a la
inhibicién por antimicina, los electrones del citocromo b pudieran ser
transferidos a 1a ubiquinona y posteriormente distribuirse al resto de la
cadena de transporte de electrones, (ver Figura 7B). Algo de la oxidacién
de lactato ocurre por la via insensible a cianuro (contiene la oxidasa
alterna), {Calvayrac y Butow, 1971; Collins y Merrett, 1975b; Calvayrac
y cols., 1978). Estudios mds recientes indican que en presencia de cianuro
las mitocondrias pueden generar un potencial de membrana que se puede
mantener estable utilizando diversos sustratos; estos resultados sugieren
que el citocromo b tipo o (oxidasa alterna) puede ser una bomba redox
de H* en las mitocondrias de Euglena, (Uribe y Moreno-Sénchez, 1992).

La oxidacién exégena de NADH, estd acoplada a la fosforilacién,
(Buetow y Buchanan, 1965; Sharpless y Butow, 1970a; Kahn, 1974:
Collins y cols., 1975; Dauta y Kahn, 1977). La oxidacién del NADH en
las mitocondrias de Euglena puede ocurrir por tres vias, (Sharpless y
Butow, 1970 a,b) cada una de las cuales se encuentra acoplada a uno o
mis sitios de fosforilacién. La primer vfa es sensible a rotenona y cianuro
y abarca la via sensible a cianuro de la cadena de transporte de electrones;
la segunda via es insensible a antimicina y cianuro; la tercer via es
insensible a antimicina pero sensible a cianuro. Esta tltima via es a través
de la bifurcacién de la via por un citocromo tipo b,

Sitios de fosforilacién oxidativa;

Los resultados de Sharpless y Butow inicialmente se enfocaron a la
basqueda de los sitios de acoplamiento, por lo que por diversos métodos,
encontraron las similitudes anteriormente relacionadas con los sitios de
acoplamiento en mitocondrias de células de mamifero; los resultados de
Sharpless y Butow indican que la oxidacién de NADH exdgeno es sensible
a rotenona con una P/O alrededor de 1/3.
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Buetow y Buchanan obtuvieron una P:O con succinato de alrededor
de 1a unidad, implicando la presencia de un sitio anflogo al sitio 1. En sus
experimentos encontraron una reduccién répida del ferricianuro por el
succinato en presencia de rotenona y cianuro. La sensibilidad encontrada
para la antimicina fue de 74-90% y varia con la concentracién de
ferricianuro, esto favorecié el estudio del sitio II de fosforilaci6n; la
fosforilacién también se inhibi6é un 74 % sugiriendo que 1a mayor parte del
flujo de electrones a partir de succinato a ferricianuro atraviesa un sitio
andlogo al sitio II; para el sitio III de fosforilaci6n utilizaron ascorbato y
metasulfato de fenazina, Estos experimentos tienen la ventaja que en
ausencia de cianuro, las mitocondrias de Euglena catalizan la reducci6n
de ferricianuro y oxfgeno a velocidades comparables, asf que los dos
aceptores pueden competir por los equivalentes reductores derivados det
succinato, (ver Figura 10),

NAD succinato

rotenona \ﬂaN /
Ubiquinona «————FA ascorbato

antimicina Cit. b TMPD#
\.\C‘lg i /

. 4
clanuro\\clt. aa, Fe(CN)*
]
Figura 10. La figura muestra las posibles vias de entrada de oxidaci6n de succinato y
asf como los o donadores de el ificial

TMPD (tetrametil-p-fenilendiamina}
Estos experimentos llevaron a la bisqueda de patrones de
oxidoreduccién de los citocromos mediante espectros diferenciales

realizados anaerobicamente, (mitocondrias oxidadas). La banda alfa, la
cual apareci6 perfectamente simétrica con un pico a 559 nm a temperatura
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ambiente fue resuelto en otros cuatro componentes con mesetas en 552 nmn
y 565 nm y con un méximo a 558 y 561 nm realizados a temperatura de
nitrégeno liquido.

La banda alfa de la citocromo oxidasa a 607 nm es mas pequefia
y simétrica, con una meseta a 594 nm. En la regién del Soret hay un
méximo a 443 y un hombro a 453 nm que sugieren la presencia de dos
citocromos tipe a, componentes anilogos a ‘las bandas a yadel
citocromo oxidasa en mamiferos. También realizaron espectros a
temperatura ambiente utilizando monéxido de carbono anaerobicamente,
y succinato para el caso de mitocondrias reducidas. Tales espectros
revelaron que habfa un pico a 445 nm el cual aparece ripidamente y
cambia un poco con el tiempo reaccionando caracteristicamente al
citocromo ay con mondxido de carbono (CO), (ver Figura 11).

18 42tam
425o0m
s
£59pm S93am
J $43nm .
! r
§F Y usnm 499nm
i
'/ e AN b .
3
Figura 1m. Espectros diferencial lizades con CO, (ditionita reducida- ditionita CQ), a
bi (Sharpless y Butow, 1970 a y b).
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Encontraron también un pico pequeiio cercano a 593 nm, Hubo un
segundo componente €l cual reacciona mé4s lentamente con el CO
generando un pico a 421 nm y un valle a 430 nm en la regién de la banda
alfa, (561 nm), aparentemente debido al cambio del acortamiento de la
absorcién de la banda originalmente encontrada cerca de los 560 nm. El
cianuro induce, en la muestra reducida con sustrato, que en el espectro de
los citocromos aparezca como un pico simétrico y una inclinacién
dependiente a 422 y 433 nm respectivamente. Webster y Hackett en 1965,
Chance en 1953 y Jones y Redfearn en 1967 encontraron resultados
similares en espectros cuando utilizaron a Agstasia longa y algunas
bacterias. Estos resultados sugieren la existencia de una o mds vias
alternas a la cadena de transporte de electrones descrita normalmente,
también sugieren que lIa fuente de carbono utilizada puede inducir la
presencia de dichas vfas o inclusive sobreexpresarse.

El uso de antimicina para la reduccién de citocromos tipo b por
Bonner en 1965 y aplicado por Sharpless y Butow (1970), mostr6é una
resolucién del traslapamiento de las bandas alfa en 1a regién de alrededor
de los 558 nm. En la figura 12 en el espectro A encontraron la presencia
de dos citocromos tipo b a 558 y 565 nm, en algunos experimentos
observaron la presencia de un tercer tipo de citocromo b a 561 nm que fue
claramente resuelto segtin lo muestran las figuras 11y 12
comparativamente. En el espectro B haciendo diferenciales (succinato +
CN)-(succinato + antimicina) encontrdndose una pendiente a 552 nm y
un pico a 555 nm indicando la presencia de dos citocromos ¢. La
caracterfstica princtpal en la region entre 555 am y 565 nm es algo
compleja y puede deberse al cambio en las bandas aifa de la uni6n del
cianuro con el citocromo mencionado, (ver Figura 12).



Figura 12, Esp diferenci izados a temy de Nitrégeno lquido.
A:)Succinato + Antimicina - Oxidado
B:)Succinato + KCN - Succinato + Antimicina
C:)Dilionita - Oxidado

No obstante Sharpless y Butow sugieren que parte de la pendiente
a 560 nm es debida al citocromo b el cual no conviene reducir totalmente
en presencia de antimicina,

La Tabla IIl muestra los datos de los espectros diferenciales para los
citocromos en Euglena. El contenido de citocromo oxidasa en todas las
preparaciones tienen un promedio de 0.25pmol/mg de protefna
mitocondrial basdndose en las mediciones a temperatura ambiente en la
banda alfa a 608 nm con 625 nm como longitud de onda de referencia y
considerando un coeficiente de extincién de 10mM! x cm™, (Yenetani,
1968). La comparaci6n de tedo el espectro diferencial sugiere que todo el
citocromo tipo ¢ a 555 nm, (Soret a 423 nn) se pierde parcialmente
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durante la preparacién de las mitocondrias, y por tanto se observa una
gran variabilidad en el espectro mitocondrial. Por esta razén Sharpless y
Butow identificaron este componente como ¢! citocromo tipo ¢ soluble
aislado y caracterizado por Perini, Kamen y Schiff en 1964 y designado
en Euglena como citocromo 556; Devars y colaboradores (1992)
realizaron una serie de experimentos cuantificando el contenido de
citocromo aa; y €l contenido de citocromo o, encontrando que la refacién
citocromo o/aa, puede explicar Ia sensibilidad al cianuro en mitocondrias
de células crecidas en diferentes sustratos.

TABLA HI, Mostrando los resultados de los espectros diferenciales realizados por
Sharpless y Butow,

banda alfa méxima Soret max. Otros factores
Tipo nm intensided nm
a 607 1.0 453
a (593D (0.3) 444 Se une répidamente con CO.
b 565 1.0 431 Aumentado con antimicina
b 561 1.9 (4287 A uno de estos se une
lentamente al CO
y al cianuro.
558 2.2 437
555 1.8 422 citocromo c soluble
551 1.0 (4190

Sharpless y Butow no detectaron diferencias cualitativas entre los
espectros inducidos por succinato y por D-lactato, hay sin embargo, una
diferencia cuantitativa en el grado de fomentar la reduccién de los
citocromos tipo b en la adicién de antimicina, dando un incremento de 3
a 4 veces mas para succinato que para lactato. Estos resultados sugicren
méis de una vfa alterna aungue probabiemente 'sea que debido al
tratamiento que los autores le dan a las mitocondrias, se puedan desplazar
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algunos picos o valles lo cual pueda llevar a una interpretacién errénea,
al respecto esperamos aplicar estos experimentos y de ser posible
mejorarlos aplicando una mejor resolucién al realizar los espectros
wilizando inclusive bajas temperaturas.
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OBJETIVOS EXPERIMENTALES

Objetivo General:

Determinar la expresion de la cadena alterna en células crecidas en
diferentes fuentes de carbono en mitocondrias de Euglena para describir
la posible funcién y la expresion de oxidasas terminales de transporte de
electrones.

Objetivos particulares:

1.-Medir y comparar la oxidacién de diversos sustratos en
mitocondrias de Euglena gracilis crecida en medios de cultivo con etanol,
glutamato-malato, glutamato-malato mas cianuro y peptona como fuentes
de carbono.

2.-Verificar la integridad mitocondrial mediante 1a determinacién del
potencial transmembranal, control respiratorio y ADP/O en mitocondrias
obtenidas de células crecidas en medio de etanol, glutamato-malato y
peptona,

3.-Verificar la susceptibilidad de estas mitocondrias a varios
inhibidores. Comparar éstos resultados con mitocondrias de células
crecidas en otras fuentes de carbono.

4.-Cuantificar y comparar el contenido de citocromo b tipo o en
mitocondrias de células crecidas en etanol, glutamato-malato, glutamato
malato més cianuro y peptona.

5.-Evaluar la capacidad de sintesis de ATP y el transporte de Ca®*
en mitocondrias de células crecidas en etanol como fuente de carbono.



MATERIAL Y METODOS

Cultivos:

Se utiliz6 una cepa de Euglepa gracilis con un tiempo de
generaci6n de 10-14 horas, las células se crecieron en la obscuridad a
temperatura ambiente (20-25°C) y con agitacién constante, (61 rev./min.).
El medio de cultivo se prepar§ segiin el cuadro I con la siguiente
modificacién; para las células crecidas en medio de etanol como fuente de
carbono, el glutamato y el malato se omiten para la preparacién. A cada
litro de medio se le agregaron 10 ml de vitaminas esterilizadas por

filtracién,
Cuadro I. Medio &cido organotréfico de Hutner 1956.
concentracién final (%)
(1 litro)
CaCo, 0.02
Fuente de Carbono: .
4cido glutdmico 0.05
dcido DL-mélico 0.2
Minerales
MgSO, 0.05
(NH,),HPO, 0.02
KH,PO, 0.08
ZnSO, 0.009
MnSO, 0.008
Na;MoO, 0.002
CoCl, 0.00016
CuSO, 0.00039
H,BO; 0.00028
Nal 0.000012
FeCl, 0.00005
Vitaminas
Disulfuro de tiamina 0.01
Clorhidrato de piridoxal 0.001

Cianocobalamina 0.1
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Para adaptar células que crezcan en presencia de cianuro, se prepard
un medio con glutamato/malato como fuente de carbono descrito por
Hutner y cols., en 1956 y modificado por Schiff, 1971.

Los medios de cultivo se ajustaron a pH 3.5 con HCl y se
esterilizaron por calor hiimedo a i5 libras por pulgada cuadrada de presién
con un tiempo de 40 minutos. El etanol se agregé después de la
esterilizaci6n, {previamente esterilizado por filtracién) a una concentracién
de 178mM (10 ml de etanol por litro de medio). Las vitaminas se
esterilizan por filtracién para evitar dafios cn su estructura quimica.
Cuando se requirié el cianuro se esteriliz6 por filtracién y se afiadié a una
concentracién final de 0.1-0.2mM.

Curvas de crecimiento:

Las células se mantuvieron por 3 o cuatro semanas, resembrando
cada tercer o cuarto dfa, (fase iog tardia), posterior a la inoculacién con
el objeto de sincronizar y adaptar a las células al medio de cultivo
correspondiente, En matraces Erlenmeyer de 250 ml; se adicionaron 150
ml de medio de cultivo; se contaron las células necesarias para inicio de
la curva de crecimiento y se inocularon a una concentraci6én de 0,2X10°
células/mi, (10-12 ml de células previamente adaptadas a un medio con
etanol como fuente de carbono por varias generaciones).

Se realizaron transferencias de las células al medio de etanol y al
medio de Hutner adicionadas de cianuro por varias generaciones antes de
realizar el trabajo experimental, (cuatro o més generaciones). Las células
fueron crecidas en 900 mi de medio de cultivo a una concentracién inicial
de 0.2X10° células/ml.
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Las células se contaron en una cdmara de Neubauer y se calcularon
los mililitros de células para inocularse segtn la siguiente formula:

(0.2)(m! de medio)
Xml de células=
(X)(dilucién); 1000
donde;
Xml de medio: Cantidad de medio requerido para sjustar la concentracion necesaria.
X: promedio del ndmero de células contadas en todos los cuadros de la cAmara de Neubauer

(cuadros utilizados para contar leucocitos).
Dilucién: Sélo en caso de ser necesario,

Para realizar la curva de crecimiento se utilizaron de 100 a 200 ml
de medio de cultivo en matraces Erlenmeyer de 500 ml, las células se
contaron cada 12-15 horas de crecimicnto por espacio de 5 o 6 dias hasta
obtener los puntos necesarios para hacer la curva; para ello se tomaron
alicuotas de 0.1 ml, Para contar a las células se utiliz6 HCI diluido 1:5
para inmovilizarlas (pH aproximado 2).

Obtencién de las células en fase log, log tardia:

Las células se colectaron por centrifugacién, (al cuarto dfa de la
siembra), a 1780xg (3500 rpm) por 13 minutos; se lavaron con medio
SHE (Sacarosa 250mM, HEPES 10mM; EGTA 2mM, pH 7.2), se
centrifugaron a 327xg (1500 rpm), por 5 min.; se realizé un segundo
lavado con medio SHEA (Sacarosa 250mM, HEPES 10mM; EGTA 2mM;
Albiimina delipidada 0.2%), 2 una temperatura de 0-4°C, se centrifug6
dos veces a 327xg, (1500 rpm)
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Obtencién de las mitocondrias:

Las mitocondrias se obtuvieron por sonicacién y centrifugacién
diferencial basdndose en el método introducido por Moreno-Sénchez y
Raya en 1987 y mejorado por Uribe y Moreno-Sdnchez en 1992, Después
de lavar a las células, se sonicaron en un senicador Soniprep 150 con una
punta de 0.5 cm de didmetro a 10um de amplitud (70% de potencia
madxima del sonicador), durante 10 segundos, dos ciclos; reposando 50
segundos, para el caso de las células crecidas en etanol; para las células
crecidas en Hutner mas cianuro, se sonicaron a 15um de amplitud por 15
segundos, dos ciclos, con un tiempo de reposo de 50 segundos, (en bafio
de hielo a 4°C) el sonicado se llevé a un volumen aproximado de 40-50
ml con medio SHEA y se centrifug6 a 581xg (2000rpm), por 10 minutos.

El sobrenadante se centrifugé a 8714xg (8500 rpm) por 10 minutos;
las mitocondrias se resuspendieron en 0.1-0.2 ml de medio SHEA, se
incubaron por 10 min con 0.25 ml de albimina delipidada al 5% y 0.025
mi de ADP 0.2M (ajustado a pH 7.2 con tris); transcurrido el tiempo de
incubacidn, se centrifugé a 8714xg (8500 rpm) por 10 minutos; el paquete
mitocondrial se resuspende en la minima cantidad de medio SHEA.

La concentraci6n de protefna mitocondrial se midié por el método
de Biuret, (Gornall, Bardawill y David, 1949), en presencia de 0.1%
(peso/volumen) de desoxicolato de sodio; se realiz6 una curva est4ndar de
proteina utilizando albtimina (10mg/ml). Para eliminar Ja turbidez
ocasionada por el paramilo (enlace glicosidico §-1-6)los tubos se
centrifugaron a 3000rpm durante Smin. a 4°C.

Se realizaron métodos comparativos entre las determinaciones de
proteina utilizando para ello el método de Megraw, Kleiman, Rabson o
método de enlace del colorante (Doumas, 1975); Este método contiene
verde de bromo cresol como reactivo de coloracién, este reacciona con la
albimina en forma especifica dentro de los primeros 30 segundos de
reaccién; sin embargo al sobrepasar este intervalo de tiempo, la prueba se
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hace totalmente inespecifica, por lo que es capaz de reaccionar con
peptidos y protefnas remanentes encontradas en la muestra, (Gustafsson,
1976); el método de absorcién en uv, (Murphy y Kies, 1960); el método
de Bradford, (1976) y el método de Lowry, (1951). Se encontré que el
método mis sensible para la determinaci6n de la protefna es el de enlace
del colorante, debido a que puede detectar concentraciones de proteina
alrededor de 1mg de protefna, utiliza un detergente que puede ser Tritén
X-100 o algdn otro detergente, el pH del manejo de esta técnica es de
alrededor de 4 y el color que tiene este reactivo es amarillo; por lo que
para la determinacién de la protefna en mitocondrias de Euglena, que
tienen un color amarillo o amarillo-naranja, este no afect6 las mediciones.

El método de absorci6n en el rango de uv 215-225 nm, (Murphy y
Kies 1960), mostr6 similitud de deteccién de proteina respecto al método
de enlace del colorante, es decir que la concentracién de protefna
detectada por este método es similar en concentracién a la detectada por
¢l método de enlace del colorante; en contraste con el método de Biuret
el cual se torma de un color verde claro e inclusive de color gris
dependiendo de Ia cantidad de protefna mitocondrial adicionada; este
dltimo método presenté desventajas respecto al método de enlace del
colorante por la sobreestimacién de los valores; sin embargo, para
nuestros fines se utilizé el método de Biuret. A continuacién se muestran
los datos obtenidos en una curva de protefna con los métodos de Biuret y
Megraw, Kleiman y Rabson, (ver Figura 13).
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Figura 13. Muestra las curvas patron para la determinacién de protefna mitocondrial en la parte

superior se muestra la curva realizada por el método de Biuret y en la parte inferior
¢l método de enlace del colorante, como puede verse, ¢l segundo método puede
detectar protefna alrededor de Img/ml, el método de Biuret puede detectar
concentraciones mucho mis elevadas,




Potenclal de membrana:

Para verificar la integridad de la membrana mitocondrial se
determinaron potenciales de membrana. Para estos fines se utilizd un
medio que contiene sacarosa 16.35mM; KClI S50mM: HEPES
(N-2-hidroxietil piperazina) I0mM; KH,PO, 10mM; acetato de sodio
10mM; a pH 7.2 (Chévez y cols., 1987), vy el medio KME que contiene
KCl 120mM, MOPS 20mM, EGTA 2mM y fosfato SmM.

Se utilizé un espectrofotémetro de doble haz, utilizando dos
longitudes de onda (511-533 nm); como indicador de potencial membranal
se utiliz6 safranina (5uM), (Akerman y Wilkstrom, 1976), colorante para
bacterias cargado positivamente con gran afinidad para los lipidos, (Bally
y cols., 1984), esto le permite penetrar la membrana mitocondrial y
prabablemente tenga un efecto desacoplante sobre el transporte electrénico
y la sintesis de ATP, sin embargo, a la concentraci6n utilizada no se
observan estos efectos, (ver Figura 14). Para colapsar el potencial
menbranal se usd§ CCCP (m-clorofenilhidrazona carbonil cianuro)
(0.00ImM) que se encuentra cargado negativamente.

Se utiliz6 lactato como sustrato de oxidacién asicomo la utilizacién
de ATP, la caida del potencial se realiz6 con oligomicina 0 CCCP cuando
se utilizé ATP y CCCP para el caso del L-lactato. La proteina se adicioné
a razén de 3-4mg/2.5ml.

Hac Cﬂa

H3c Hy

Figura 14, Estructura quimica de la Safranina
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Oxidacién de sustratos e inhibicién:

Como medio de consumo de oxfgeno por las mitocondrias, se utilizé
KME miés fosfato (KH,PO, SmM). Los sustratos se adicionaron a las
siguientes concentraciones: NADH ImM, L-lactato I0mM, D-lactato
I0OmM, succinato I0OmM, glutamato mas malato (7.5/5SmM
respectivamente), 2-oxoglutarato {0mM; todas las mediciones de consumo
de oxigeno se realizaron con un electrodo tipo Clark a 25°C.

Los inhibidores utilizados se preincubaron 5 minutos en presencia
de 1mg/ml de proteina mitocondrial con las siguientes concentraciones
finales rotenona 0.05mM; disulfiram 0.5mM; SHAM (icido salicil
hidroximico) 0.5mM; DPA (difenilamina) 0.25mM; oligomicina 0.0lmM;
cianuro de potasio 0.ImM; HQNO (2-heptil-4-hidroxiquinolin-N-6xido)
0.0lmM; mixotiazol 0.0lmM; antimicina 0.0lmM.

Actividad de citocromo oxidasa:

En una cémara de incubacién se afiadi6 ascorbato 7mM, antimicina
0.005mM, en 1.9 ml de medio KME (KC! 120mM, MOPS 20mM, EGTA
2mM); después de un tiempo de incubacién (I-2min), en presencia de
Img/ml de mitocondrias, se adiciona TMPD (tetrametil p-fenilendiamina)
0.34mM, y se inhibe su actividad por la adicién de N, (azida de sodio),
20mM o cianuro ImM, (Moreno-Sénchez y cols., 1991).

Espectros diferenciales en presencia de monéxido de carbono (CO):

Los espectros se realizaron segtin ¢l método descrito por Devars y
cols. en 1992, Se utilizaron mitocondrias reducidas con ditionita,
utilizando medioc KME (KCl 120mM, MOPS 20mM, EGTA 2mM, pH
7.2) diluido con glicerol 1:1 (v/v), se adicionaron en cubetas con volumen
idéntico a una concentracién de protefna mitocondrial de 3-4mg/ml a
25°C. Una muestra experimental se burbujeo por 30 segundos, para
revelar el citocromo aay, o por 16 minutos para revelar el citocromo o;
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el espectro diferencial se realizé respecto a 1a muestra sin tratamiento con
CO. El traslapamiento del citocromo aa, y el del citocromo o se eliminé
por el burbujeo con CO de la cubeta de referencia por 30 segundos. El
contenido de citocromos o y aa, fue estimado usando los coeficientes de
extincion molar reportados para bacterias: (428.5-445 nm) = 148mM™ x
cm’ para los citocromos (a+a )y (418-430 nm) = 160mM! x cm para
el citocromo o.

Transporte de Ca?*:

El transporte de calcio se midi6 por el método descrito por Uribe
y cols., (1994), siguiendo los cambios de absorbancia de arsenazo IIf a
675-685nm, (Scarpa y cols., 1978), utilizando un espectrofotémetro de
doble haz, con agitacién constante; con aereacién y 25°C de temperatura,
E! medio utilizado para las mediciones consistié en una solucién de
sacarosa, 100mM; HEPES-tris, 10mM; fosfato, SmM; L-lactato-tris,
10mM con un pH final de 7.2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Curvas de crecimiento;

La velocidad de crecimiento celular de Euglena gracilis con etanol
como \nica fuente de carbono fue de tipo sigmoidal. La figura 15 muestra
el crecimiento de células de Euglena gracilis en diferentes fuentes de
carbono; en estos medios atn después del 5° o 6° dfa, las c€lulas
contimian con su movilidad por lo que probablemente continfian
reproduciendose, esto probablemente es debido a la activacién de la
cadena alterna en condiciones en las cuales ha disminuido el aporte de
oxfgeno por incremento en [a poblacién celular. También durante este
periodo, se aument6 la capacidad de sfntesis de pigmentos como los
carotenos, esto se observé cuando se obtuvieron las células posteriormente
a la fase log, inclusive posteriores a la fase estacionaria, que presentaron
pigmentos de color rojo naranja (alrededor del sexto o séptimo dfa), en
contraste con las células obtenidas en fase log temprana o log media, que
presentaron pigmentos de color amarillo naranja, (ver Figura 15).

Simultdneamente a este hecho, se observaron también agrupaciones
celulares de tipo macroscopico en la fase estacionaria de crecimiento; al
igual que los hongos y algunas bacterias del género Bacillus, que forman
estructuras de resistencia (esporulacién), (Brock, 1987), la Euglena
también presenta estas estructuras denominadas quistes, (Brock, 1987), al
igual que Entamoeba sp, y algunos otros protozoarios, (Zaman, 1984);
los quistes de Euglena se conglomeran alrededor de una masa
mucilaginosa lo cual permite a la célula sobrevivir por tiempos
prolongados; esta fase de enquistamiento se observa en lugar de una fase
de muerte encontrada en bacterias las cuales tienen un comportamiento de
crecimiento de tipo Gaussiano.
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Figura 15, Curvas de crecimiento dc célulxs en diferentes medios de cultivo, las células se
en de S00 m! con los medios mostsados en la
grifica; el crecimiento celular se siguid por espacio de 5 dias; el etanol se adiciond
a una concentracion final de 178mM; ef cianuro se adiciona a una comkentracidnde
0.1mM; ambas sustancias se esterilizaron por filtracion utitizando membranas de
pitrocelulosa de 0,22 pm de tamafio de pore, Todas las células excepto las creclas
€1 peplona crecicron e presencia de 2ml de vitaminas.

Se obtuvieron curvas de crecimiento de cétulas crecidas en medio
con etanol, las células se siguieron por espacio de 16 dfas demostrando
que en estas condiciones las células tardan 8-10 dfas en alcanzar su fase
estacionaria; encontramos que inclusive alrededor del dfa 13-15, la
movilidad celular continua latente, aunque el nimero de céluias
permanezca invariable, es decir, que posiblemente no se duplican o que
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su reproduccién sea tan lenta que no sea posible detectarse excepto por
perfodos prolongados de conteo celular, {ver Figura 16).

51
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Figura 16. Curva de crecimiento de células crecidas en etanol como fuente de carbono; el
crecimiento fue seguido hasta los 20 dfas presentando movilidad; el conteo de células
se realizd en una cimara Neubauer; las células se inmovilizaréncon HCl al 5%: 0 en
su defecto por efectos de alcohol residual, que quedan después de limpiar la cimara,

Sin embargo, se han observado medificaciones en la morfologfa de
la Euglena, por ejemplo, durante las primeras horas, las células
permanecen inméviles, posteriormente, comienza la movilidad celular
ocurriendo esta alrededor de las 24-36 horas; simultineamente la
duplicacién también comienza alrededor de este perfodo de tiempo.

Se realizaron curvas de crecimiento celular en presencia de
diferentes concentraciones de etanol, buscando las condiciones favorables
para el crecimiento celular, asi como la inducci6n de la sintesis de la
cadena alterna; para lo cual demostramos que con 10ml de etanol, se
obtenia el mejor crecimiento celular, mientras que con una concentracién
de 89mM (5 ml), el crecimiento celular disminuia; sin embargo, si se
adicionan 15 ml de etanol (267mM) el crecimiento celular se abate
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dristicamente, por lo que esta concentraci6n resulta ser téxica para la
célula.

También se observé un incremento de material intracelular, por lo
que durante este perfodo, las células parecen hincharse y tomar un aspecto
negruzco intracelularmente, alrededor de las 72-96 horas las células se
alargan hasta aproximadamente. El material celular disminuye y la
movilidad celular se incrementa; finalmente después de las 100 horas de
crecimiento celular, las células toman el aspecto encontrado alrededor de
las 36 horas de crecimiento, permaneciendo la movilidad durante este
perfodo hasta alcanzar la fase estacionaria, perfodo en el cual las células
adoptan la forma elipsoide y posteriormente adquieren la forma circular;
durante este perfodo no se pierde la densidad del material celular interno.
Cabe sefialar que estos fendémenos se encontraron en células crecidas a
temperatura ambiente (20-25°C) y a una velocidad de agitacién de 120
rpm; si se incrementan estos parimetros (temperatura y velocidad de
agitacin), el tiempo en el cual se alcanza la fase log de crecimiento se
acorta por lo menos algunas horas y la densidad celular se incrementa
ripidamente, por lo que {a fase estacionaria se alcanza més ripido.

Esto puede deberse a que por la agitacién, la concentracién de
oxigeno en el medio de cultivo sea lo suficientemente alta de tal manera
que la cadena alterna no pueda ser activada y por tanto e} crecimiento
celular sea debido a la obtencién de energfa por la cadena de transporte
de electrones cldsica. Esto también quiere decir que ademds de la fuente
de carbono, la concentracién de oxigeno puede ser crucial para la
induccién de la cadena aiterna y ademds se relacione con su
funcionamiento. Este fenmeno se observé tinicamente en c€lulas crecidas
en etanol, en contraste con células crecidas en glutamato-malato, peptona
y glutamato-malato mds cianuro, (ver Figura 17 y 15).
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Figura 17, Curva de Crecimicnto de Euglena gxacills crecida en medio de ctanol como (nica
fuente de carbono & diferentes concentractones.

Estas células alcanzan su fase estacionaria e inmediatamente se
enquistan formando masas mucilaginosas.

Las células presentan formas estructurales diferentes inclusive entre
si mismas; las células crecidas con glutamato-malato presentaron una
estructura alargada; las células crecidas en peptona presentaron un tamafio
més pequeiio y tienen estructura ovalada; las células crecidas en etanol
presentaron variacién en la estructura como se describi6 anteriormente;
respecto a las células crecidas en glutamato-malato més cianuro, se
encontré un comportamiento similar a las células crecidas en
glutamato-malato; sin embargo, estas células tendieron a blanquearse
(menor sfntesis de pigmentos).
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Para los expérimcntos realizados con las mitocondrias, se utilizaron
células cosechadas en fase logarftmica o logarftmica tardfa, para lo cual,
las células se cosecharon en el tercer o cuarto dfa.

Con fines comparativos, también se realizaron curvas de
crecimiento celular respecto a diferentes tipos de células crecidas en
diferentes sustratos (glutamato-malato, glutamato-malato més cianuro y
peptona) encontrando que el mejor crecimiento lo producen las células
crecidas en glutamato-malato, posteriormente las células crecidas en
etanol, continua con las células crecidas en glutamato-malato + cianuro
y finalmente con las células crecidas en peptona;

[Glutamato-malato > Etanol > Glutamato-malato + CN> Peptona]

El crecimiento celular donde se alcanza el maximo de poblaci6n es
como sigue: para las células crecidas en glutamato-malato, 5.7X10°
células/ml; para las células crecidas en etanol, de 4.7X10° células/ml;
para las células crecidas en glutamato-malato + cianuro, de 1.8X10°
células/ml y de 0.9X10° células/ml para las células crecidas en medio de
peptona, (ver Figura 15). '

Potencial de membrana:

Las mitocondrias obtenidas de las células crecidas en etanol como
fuente de carbono, no presentaron la estimulacién por ADP en los trazos
de oximetrfa, por tanto los pardmetros ADP/O y el control respiratorio no
se pudieron determinar. Este hecho nos hizo pensar que posiblemente la
obtencién de mitocondrias por sonicaci6n estaba dafiando Ia estructura
membranal de las mismas asf que entonces evaluamos pardmetros que
permitieran corroborar el dafio si es que existfa.
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Utilizamos la medicién del potencial d¢ membrana como primer
recurso; al respecto encontramos que las mitocondrias generaban potencial
membranal utilizando todos los sustratos, habfa captaci6n de calcio y se
colapsaba con CCCP, (ver Figura 18).

calt

- BN

Figurs 18, Muestra los efectos de captacion de Ca’*, y ¢l colapsamiento con CCCP; ¢l medio
utilizado en este caso ¢s ¢l reportado en material y métodos; el sustrato utilizado es
{aciato a una concentracién de 10mM y la protefna se adiciona a razén de 3mg/ml, se
utilizaron en las adiciones Ca’™ 0.2mM, ADP 0.4mM y CCCP 3uM; ¢l indicador de
ial de t (safranina) se utiliz6 a una concentracién de SuM.

Para demostrar si la cadena alterna aportaba un gradiente de
protones (H*) debida a Ia oxidacién de sustratos que pueden dirigirse por
1a oxidasa alterna, se inhibi6 la cadena de transporte de electrones clisica,
de tal manera que las mitocondrias pudieran generar un potencial de
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membrana; siendo esta una forma experimental en la cual se pudiera
evaluar la sfntesis de ATP por la cadena alterna u oxidasa alterna, ademds
de que esta energfa sea suficiente para evaluar el transporte de metabolitos
y el transporte de Ca®*,

Entonces se utilizaron los inhibidores de la cadena de transporte de
electrones y se observaron sus efectos. Encontramos que no habia
colapsamiento del potencial membranal cuando se utilizaba cianuro a una
concentracién de 0.ImM. Esta concentracién de cianuro fue utilizada
debido a que Uribe y Moreno-S4nchez (1992), demostraron que existfan
2 Ki’s para cianuro, (5uM y de 42.5zM utilizando lactato como sustrato),
asi que la concentracién de 0.1mM inhibe totalmente la actividad de la
citocromo oxidasa en la cadena de transporte de electrones clisica y
mantiene activa la cadena alterna, (utilizando lactato y succinato como
sustratos, con estos sustratos se encontré el mejor estimulo de potencial
transmembranal), (ver Figura 19 A,B).

A .

ccee

Mitos.

Flgura 194,  El potencial de membrana se realizo como s¢ indica en material y métodos, (protefua
3.4mg ml). La adicién de cada trazo se realiz6 como se indica: lactato 10mM, Pi
SmM. CN' 100uM y CCCP 1uM, .
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Figura 19B.  Para la medicién del potencial de membrana se prosiguio como se indicaen la seecidn
de material y métodos. La adicidn se realizo como sigue: Iactato 10mM, CN- 100uM,
antimicina 0.01mM. CCCP 1uM y Pi SmM.

El colapsamiento del potencial de membrana se observé cuando se
afiadio6 CCCP (desacoplante ionéforo de H* ), Este colapsamiento del
potencial de membrana se observé también cuando se utilizé antimicina
a una concentracién de 0.01mM, lo cual sugiere que posiblemenie la
‘antimicina pueda actuar como desacoplante y al mismo tiempo como
inhibidor del sitio IT de la cadena de transporte de electrones, (ver Figura
19 B,C).
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Figura 19C.  Se muestra el potencial transmembranal de mitocondrias de Euglena medido como se¢
indica en material y métodos, Ias adiciones de los trazos se realizaron como se
dindica: Iactato 10mM, CN- 0.1mM, antimicina 0.01mM, y CCCP 1uM.

Aunque la antimicina también podria bloquear el aporte de sustrato
a la cadena alterna ademés de inhibir el complejo be, y por tanto
observarse estos efectos, (ver Figura 7B); una segunda adicién de
desacoplante CCCP a la preparacién en presencia de antimicina, colapsa
muy poco el potencial de membrana; nuestras observaciones indican que
el mixotiazol y et HQNO no tienen efecto desacoplante como lo tiene la
antimicina al respecto, el mixotiazol solo abate el potencial membranal
alrededor de un 5-10% y HQNO abate el potencial alrededor de un
10-15%, (ver Figura 19 D,E,F).
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_Figura 19D, El potencial transmembranal se realizo como se indica en materizl y métodos con las
siguientes adiciones: lactato 10mM. antimicina 0.01mM, Pi SmM y CCCP 1aM.



Figura 19E,
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Figura 19F.  El potencial transmebranal fue medido como se indica en material y métodos las
adiciones se realizaron segiin en la figura 19E. La concentracién de mixotiazo! se
utiliz6 a 0,006mM.

La adicién de DPA colapsa el potencial de membrana, este 1ltimo
inhibidor parece comportarse como desacoplante, sin embargo, su efecto
pucde deberse a la inhibicién de la oxidacién del L-lactato por la cadena
de transporte de electrones alterna al mismo tiempo que también
disminuye el aporte de este sustrato a la oxidasa alierna; lo cual sugiere
que la oxidacién de L-lactato se dirige preferencialmente por la cadena
alterna, (ver Cuadro 3A).
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Sin embargo debido a que también hay oxidaci6n de sustrato por la
cadena de electrones cldsica, este no aporta las necesidades energéticas
necesarias para que se realice et potencial membranal, lo que sugiere que
Ia velocidad de oxidaci6n de sustrato sea mds elevada por la oxidasa
alterna en contraste con la cadena de transporte de electrones clésica; por
lo tanto la oxidacion del lactato es importante para la formacién del
gradiente de protones (H*) necesaria para la sintesis de ATP, de tal
manera que la disminucién en la sintesis de energfa es debida a que baja
1a formacién del gradiente de H* por la exclusividad de oxidaci6n de L-
lactato, (ver Figura 19 G y Cuadro 3A).

G DPA

N

Il.uct. L_

ccee

Mitos.

Figuras 19G. Bl potencial transmembranal s¢ realizé con ¢ medio como s¢ indica en la seccién de
material y métodos, (protefna 34mg/ml). La adicién se realizé como s¢ indica a
continuacién: DPA 0.25mM, Pi 5SmM y CCCP 1aM,
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E1 potencial membranal inducido por 1a hidrélisis de ATP también
se colapso por 1a adicién de CCCP y por la adicién de oligomicina, esta
iltima presentd un efecto inhibitorio de potencial membranal de tipo
parcial; [os controles respecto a estos potenciales se realizé incubando con
CCCP u oligomicina antes de adicionar las mitocondrias, (ver Figura 20
A,B, Q).

A

| R

N

Figura 20A.  El poencial s¢ realizé en presencia de 3mg/ml de protefna, ATP 3ImM, colapsandolo
con oligomicina 0.01mM y CCCP 3xM.



Figura 20B.  Se muestra el p jal de by de mif drias de Euglena (3mg/ml) en
presencia de ATP 3mM, colapsandalo con CCCP 3uM.
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El potencial de membrana s¢ realiz6 en presencia de protefna 3mg/ml y ATP 3mM,
colapsandolo con oligomicina 0.01mM.
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El potencial de membrana se realizd en presencia de ATP 3mM, protefna (3mg/ml)

Figura 20D,
y fue colapsado con oligomicina 0.01mM.
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El potencial de membrana se realizé en presencia de 3mg/ml de prote(na, ATP 3mM,

colapsandole con CCCP 3uM.
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Figura 20F.  El potencia s realiz6 en presencia de ATP 3mM: protefna 3mg/m}; el potencial se
colapso con CCCP 3uM, €& 250 M.
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Oxidacién de Etanol y actividad de citocromo oxidasa:

El cuadro 2 muestra la oxidacién de sustratos por mitocondrias de
células crecidas en etanol: la oxidacién de etanol, la oxidacién de
D-lactato y la actividad de citocromo oxidasa, este experimento se realizé
para determinar la posible existencia de 1a alcohol deshidrogenasa en
mitocondrias, como lo habfan descrito anteriormente Mego y Farb (1974);
al respecto encontramos que la oxidacién de etanol es bastante baja
considerando que la proteina inclusive se incrementd hasta 2.5-3mg/ml;
la oxidaci6n de etanol por las mitocondrias también podrfa indicar que
existen contaminantes de citoplasma que pueden dar resultados falsos
positivos; respecto a la oxidacién de D-lactato, puede decirse que esta es
superior a la oxidaciéon de L-lactato lo cual sugiere la posibilidad de
preferencias por oxidacién de sustratos (afinidad); incrementando la
afinidad por la oxidacién de D-lactato que por L-lactato, inclusive, puede
deberse a 1a existencia de dos enzimas diferentes.que catalizan la reaccién.
La actividad de citocromo oxidasa se realizé como indicador de membrana
interna mitocondrial y como estudio comparativo entre los diferentes tipos
de mitocondrias.

Cuadro 2: Oxidacidn de varios sustratos incluyendo !a actividad de citocromo oxidasa: para los
experimentos se utilizé el medio KME utilizando 1as concentraciones descritas en
niaterial y métodos:; e} etanol se atadié a una concentracién de 0.356mM, el D-lacuato
se adiciona a una concentracién de SmM y la actividad de citocromo oxidasa se midis
segin ¢l método introducido por Moreno-Sanchez y cols,, 1991; l1a cantidad de
protefna s¢ adiciona a razén de img/ml, excepto para la oxidacién de etanol.

Sustrato

Etanol D-Lictico  Citocromo oxidasa
Oxidacién
ngatd/mg min ~ 20-70 295 315
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Utilizando otro método por el cual se pudiera evaluar la integridad
de la membrana mitocondrial, verificamos si las mitocondrias de Euglena
crecida en etanol pueden sintetizar ATP utilizando inhibidores que
pudieran indicar que la fraccién de la cadena respiratoria e inclusive la
cadena alterna se encuentran activas para obtener energfa; para lo cual
utilizamos un método enzimdtico que consiste en la utilizacién de glucosa,
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, hexocinasa y NADP*; midiendo la
formacién de NADPH + H* a una longitud de onda de 340 nm, el
ensayo se fundamenta en la formacién de ATP por la mitocondria, previa
transportacién de ADP al interior de Ia mitocondria; el ATP formado por
la mitocondria es transportado at exterior y es utilizado por la hexocinasa
para formar glucosa-6-fosfato, el cual sirve como sustrato para la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que en presencia de NADP* forma
6-fosfoglucono-4-lactona,(Stryer,1990) y NADPH medible
espectrofotométricamente; observamos que el efecto de la miocinasa o
también llamada adenilato cinasa interfiere con los resultados debido a que
la sintesis de ATP no es sensible a oligomicina, indic4ndonos que la
sintesis de ATP no proviene de la ATP sintetasa mitocondrial sino mas
bien es por la actividad de esta enzima la cual cataliza la siguiente
reaccién:

ADP + ADP————— > ATP + AMP
adenilato cinasa

Esta enzima interviene en forma considerable en los experimentos,
por lo que intentamos inhibir su actividad, asf que entonces utilizamos
AMP (inhibidor de la adenilato cinasa), sin embargo, no obtuvimos éxito
puesto que este dltimo no inhibe completamente su actividad, por lo que
la sintesis de ATP no pudo medirse puesto que presento artefactos, (ver
Figura 21).
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Figura 21. Para las mediciones enzimAticas se utilizé medio KME (KCI 120mM, MOPS20mM,
EGTA 2mM), NADH 0.1mM, Glucosa 10mM, Hexocinasa, Glucosa 6-Fosfato DH.

Las lecturas se realizaron a 340nm. ESTA TES[S ﬁﬁ ﬁilﬁgsr
SR DE LR GILUTECH
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Oxidacién de sustratos:

Respecto a Ia oxidagi()n de sustratos via ciclo de Krebs o
directamente por la cadena respiratoria, €l cuadro 3A muestra el
catabolismo mitocondrial de los mismos; también se reporta el efecto que
tienen los inhibidores (en porcentaje de inhibicién respecto al control).
Los inhibidores utilizados nos pueden orientar acerca de la existencia de
una cadena alterna, asf como 1a expresién o sobreexpresién de la misma,

Encontramos que el mejor sustrato oxidable después del D-lactato,
es el NADH, posteriormente el L-lactato, seguido de la oxidaci6n de
glutamato/malato y finalmente la oxidacién de 2-oxoglutarato, (ver Cuadro
B), todos los experimentos se llevaron acabo bajo condiciones saturantes
de los mismos:

[D-lactato > NADH > L-lactato > Glutamato/malato > 2-oxoglutarato]

La oxidacién de L-lactato presenté alta sensibilidad para DPA una
inhibicién parcial de mixotiazol, antimicina, cianuro, SHAM y disulfiram
e insensibilidad para rotenona y HQNO asf como oligomicina.

Para succinato encontramos alta sensibilidad para mixotiazol,
disulfiram y en un 50% a HQNO, con una insépsibilidad para cianuro y
rotenona asf como un efecto inhibitorio parcial de oligomicina,

Para la oxidacién de NADH observamos sensibilidad total para
rotenona, inhibicién en forma parcial del mixotiazol y HQNO, ¢
insensibilidad para SHAM , disulfiram, DPA, oligomicina, cianuro y
antimicina.

Para la oxidacién de 2-oxoglutarato, encontramos sensibilidad para
la mayorfa de los inhibidores excepto para el cianuro y sensibilidad en
forma parcial para la antimicina,



PORCENTAJE DE INHIBICION

SUSTRATO/INHIBIDOR L-LACTATO SUCCINATO NADH 2-0XOGLUT. GLUT./MAL.
conc. final.
Rotenonza 0.05mM 1014 313 1000 10010 100£0
Antimicina  0.01lmM 36+2 4216 13%5 40+1 010
HQNO 0.01mM 1516 5310 3241 1000 100£0
Mixot. 0.0imM 37t4 T2£5 377 9742 1000
Cianuro 0.1mM 357 1416 0x0 1744 0x0
* Disulf. 0.5mM 3414 6743 514 10040 10010
SHAM 0.5mM 37£4 413 85£10 80
DPA 0.25mM T7£7 443 100+0 100£0
Oligo. 0.1mM 4+3 38 00 81 50
OXIDACION ngatom O,/mg.min 200£10 165+5 288116 9247 10716
Conc. de sustrato (mM) [final} 10 10 1 10 10
a=10 n=8§ n=6 n=6 n=7
Cuadro 3A.

Musstra 1a inhibicion del consumo de oxigeno con diversos sustratos en mitocondrias de Euglena gragills crecida en etanol como fuente de
carbono. Las mitocondrias (img/ml) fueson incubadas con los inhibidores por 5 minutos antes de 1a adicién de L-lactato 10mM, Succinato
10mM, NADH 1mM. 10mM, 7.5/15mM respects ¥ Pi 10mM. Se uliz6 medio KME. Los datos
represeatan |a media + ermor estindar, n=nimera de experimentos.

81
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Para la oxidacién de glutamato/malato, encontramos sensibilidad
total para la mayorfa de los inhibidores excepto para antimicina y cianuro
en los cuales es completamente insensible; la oligomicina inhibe
aproximadamente el 50%.

Por los resuliados obtenidos, se puede decir que la oxidacion del
lactato se lleva a cabo por lfa cadena alterna, la cual es sensible a DPA;
esto es, que la oxidacién de L-lactato se dirige por Ja cadena alterna
debido a la presencia de la lactato deshidrogenasa en mitocondrias de
Euglena, la cual puede transferir los electrones a un citocromo b de la
cadena de transporte de electrones cldsica, a la ubiguinona e inclusive a
un citocromo b tipo 0. Como la oxidacién de L-factato se salta los sitios
de inhibicién del HQNO, la antimicina y ei mixotiazol, es posible que ia
ubiquinona sea el aceptor de electrones de la oxidasa de lactato. La
insensibilidad a cianuro corrobora que la oxidacién de L-lactato se lleva
acabo por la via alterna. Los inhibidores SHAM y disulfiram (inhibidores
de cadena alterna en plantas) solo afectan parcialmente [a inhibicién de la
cadena alierna en mitocondrias de Euglena probablemente por la escasa
afinidad por el inhibidor en este sistema (ver Cuadro 3A y Figura 7B).

Para ¢l caso del succinato se encontré alta sensibilidad para el
disulfiram indicindonos un efecto de este inhibidor sobre la succinato
deshidrogenasa, ia cual contiene grupos -SH escenciales para Ja catdlisis;
sin embargo permanece Ja insensibilidad para la antimicina y cianuro. E}
flujo de electrones a partir de la oxidacion de este y otros sustratos puede
dirigirse por varias maneras de tal forma que cuando se inhiba ef sitio 1l
por antimicina, HQNO y/o mixotiazol, los cuales afecten su oxidacién, la
inhibicién promovida por estos serd parcial, de tal manera que los
clectrones pueden desviarse y dirigirse por la cadena alterna como es el
caso para la oxidacién de L-lactato, succinato y NADH; ello explica la
sensibilidad de forma parcial a los inhibidores; también indicarfa Ia
preferencia de la oxidacién por una u otra via, de tal manera que hay
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sustratos que se pueden oxidar preferencialmente por vfa clsica que por
vfa alterna, como es el caso de la oxidaci6n de 2-oxoglutarato y
glutamato-malato; sin embargo, el efecto inhibitorio debido al cianuro
respecto a la oxidacién de cualquiera de los sustratos resulta ser
précticamente insensible, lo que sugiere que el flujo electrénico puede
desviarse a nivel de sitio II hacia la cadena alterna (oxidasa alterna)
aunque también pueda ser debida a la presencia de una rodanasa presente
en mitocondrias, que pueda catalizar la reaccién; es posible ademds que
se pueda llevar acabo una reaccién de formacién de cianhidrinas,
(reaccién de 2-oxoécidos + CN), la cual resulta ser una reaccién llevada
a cabo en forma espontanea por el poder nucleofilico del CN" hacia el
grupo carbonilo del 2-oxoglutarato; es decir que la concentracién de
2-oxoglutarato es superior a la concentracién de CN-, la formacién de la
cianhidrina correspondiente elimina cianuro en forma libre que pueda
inhibir a la citocromo oxidasa y por ende no exista inhibicién de la
oxidacién del sustrato.

Para la oxidacién de NADH , encontramos solo sensibilidad parcial
en el complejo be, por HQNO y mixotiazol y total inhibicién con la
utilizacién de rotenona, la cual afecta el sitio 1. Sin embargo para el resto
de los inhibidores no existen efectos en los cuales se reflejard el efecto
inhibitorio. Esto sugiere que la oxidacién de NADH exégeno es por la
NADH deshidrogenasa sensible a rotenona; los electrones pueden
ademés dirigirse por la vfa alierna lo cual hace que la inhibici6n sea
practicamente nula, (ver Figura 7B),

Para la oxidacién de 2-oxoglutarato y glutamato-malato, solo se
observa insensibilidad para cianuro y antimicina, Podrfamos considerar
que posiblemente las deshidrogenasas del ciclo de Krebs o los
transportadores se vean afectados por los inhibidores de cadena alterna en
plantas (SHAM y disulfiram). El DPA para el caso de estos dos sustratos,
inhibe totalmente la oxidacién, es decir, que la oxidacién de estos
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sustratos es via ciclo de Krebs.
Transporte de Ca?*

La figura 22 A, B, Cy D muestra los resultados obtenidos respecto
al transporte de Ca®* en presencia de cianuro a una concentracién 0.1mM
y utilizando lactato como sustrato; lo que observamos fue un transporte
de calcio debida a la aportacién de energfa dada por la oxidacién de
L-lactato por la cadena alterna; es decir debido a que la cadena de
transporte de electrones clésica se encuentra inhibida por la presencia de
cianuro, los electrones solo serdn transportados a través de la cadena
alterna la cual es insensible a cianuro; ademds de la preferencia de
oxidaci6n del L-lactato por la oxidasa alterna, en donde toda la energia es
aportada por el flujo de protones (H*) ocasionada por la oxidacién del
sustrato por esta via, la adicién de desacoplante no es capaz de sacar todo
el calcio transportado por las mitocondrias, este mismo efecto se observé
al adicionar un ion6foro para Ca’* (A-23187). Sin embargo, la antimicina
¢s capaz de sacar el calcio transportado, comportandose en este caso como
un desacoplante, puesto que la posterior adicién de CCCP o A-23187, no
son capaces de realizar un efecto aditivo a la antimicina; se decir que
estos Gltimos no son capaces de sacar el Ca’* después de la adicion de
Antimicina. Es necesario realizar experimentos en donde se demuestre que
el transporte de Ca®* es inhibido en presencia de DPA; este dltimo nos
darfa informacién acerca de la oxidacién de L-lactato y su preferencia de
oxidacién asi como el posible papel que este tenga respecto al aporte
energético a las mitocondrias por la utilizacién de la oxidasa alterna.
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Figura 22 A, Se muestra ¢l transporte de Ca?~ de mi drias de células de Euglena crecida en
etano! como unica fuenie d¢ carbono, se adiciond 2 mg/ml de proteina
mitocondrial, en presencia de calcio 33uM, Arsepazo 1N 50xM, ciaouro 100uM.,
Laceato 10mM, fosfato SmM, CCCP 5 «M. Antimicina 0.01mM. Las lecturas se
realizaron a 675-685 am.
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Figura 22 B, Se muestra el porte de Ca?* de mi drias de c£lulas de Euglenn crecida

en ctano! como Gnica fuente de carbono, se adicionéd 2 mg'mt de protefna
mitocondrial, en presencia de calcio 33uM, Arsenazo 111 50sM, cianuro 100uM,
lactato 10mM, fosfato SmM, CCCP 5 uM, Antimicina 0.0lmM. Las lecturas s¢
realizaron a 675-685 nm,
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Figura 22 C. Se muestra ¢l transporte de Ca®* de mi drias de células de Euglena crecida en

eanol como inica fuente de carbooo, se adicioné 2 mg/ml de protefna
mitocondrial, en presencia de calcio 33xM, Arsenazo 1Tl 50uM, ciapuro 100xM,
lactato 10mM. Las lecturas se realizaron a 675-685 nm.
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Figura 22D, Se muestra ¢l potte de Ca** de mi drias de células de Euglena crecida

cn ctanol como unica fucnie de carbono, se adicioné 2 mg/ml de protefna
mitocondrial, en presencia de calcio 33uM, Arsenazo I1T 504M, cianuro 100zM,
lactato 10mM, fosfato 5mM, antimicina 0.0ImM. Las lecturas se realizarona 675-
685 nm.

Los experimentos de transporte de calcio, muestran Ia necesidad de
fosfato en el medio,(figura 22 B,C), todos los experimentos se realizaron
en presencia de cianuro, (figura 22 A,D) el cual solo dejan activa la
cadena alterna y climinan aunque no en sutotalidad la actividad de Ia
cadena cldsica, es decir que solo se puede medir la actividad de esta
Giltima, sin embargo puede presentar cierto artefacto puesto que no se
elimina en su totalidad Ia actividad de la cadena clésica.
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COMPARACION ENTRE LAS MITOCONDRIAS DE CELULAS
. CRECIDAS EN ETANOL, GLUTAMATO-MALATO Y PEPTONA.

Para demostrar la sobreexpresion de la cadena alterna de transporte
de electrones en las mitocondrias de Euglena crecida en medio de etanol
como fuente de carbono o en su defecto la induccién de esta, segiin lo
reportado por Sharpless y Butow (1970a,b) se realizaron comparaciones
entre los diferentes tipos de mitocondrias obtenidas a partir de células
crecidas en fuentes de carbono como peptona y glutamato-malato y
glutamato-malato mas cianuro (.1mM.

En la primera parte comparamos los cuadros de oxidacién e
inhibicién de las diferentes mitocondrias y en la segunda parte se
realizaron los espectros diferenciales utilizando CO para cuantificar la
concentracién de citocromo o.

Mitocondrias .de Euglena gracilis crecida en Peptona como fuente de
carbono.

El mejor sustrato de oxidaci6n por éstas mitocondrias fue el NADH,
posteriormente L-lactato y succinato;. 2-oxoglutarato y glutamato-malato
no se oxidan, sin embargo, se encontr§ un control respiratorio de 1.8 para
sustratos endégenos y L-lactato, succinato de 2.3, y para glutamato-malato
de 1.7; para NADH no se ha encontrado control respiratorio (Cuadro 3B).

Para la oxidacién de L-lactato se encontré sensibilidad total en
presencia de DPA y en forma parcial para mixotiazol, antimicina, cianuro
y HQNO e insensibilidad para rotenona, SHAM y disulfiram, asi como
oligomicina; esto sugiere que estas mitocondrias presentan cadena alterna
para la oxidaci6n de L-lactato. Lo cual sugiere que la expresién de la
cadena alterna se encuentra en mucho menor proporcién que en las
mitocondrias de Euglena crecida en etanol como fuente de carbono,
inclusive con las mitocondrias de células crecidas en el medio glutamato
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més malato (Cuadro 3B),

Respecto a la oxidacién de succinato, la sensibilidad es mayor a la
presencia de DPA, el cianuro en este caso inhibe totalmente a Ia
citocromo oxidasa al igual que el mixotiazol y la antimicina; SHAM,
disulfiram, oligomicina y HQNO no presentan efectos sobre 1a oxidacién,
excepto para rotenona, la cual inhibe parcialmente la oxidacién del
sustrato. Esto puede sugerir que la oxidaci6n del succinato se lleva a cabo
por la via cldsica con poca participacion de la cadena alterna.

Para NADH, la sensibilidad es mayor para rotenona, disulfiram,
DPA y mixotiazol, y se presenta insensibilidad para SHAM, oligomicina,
antimicina y cianuro. Con éstos resultados podemos decir que el sustrato
se oxida por via alterna preferentemente (debido a la inkibicién por DPA),
sin embargo puede también oxidarse por la cadena cldsica (debido a la
inhibicién por mixotiazol).

La oxidacién de sustratos, por lo tanto, puede dirigirse tanto por fa
cadena alterna como la cadena clésica en donde solo succinato, L-lactato
y parcialmente NADH se pueden oxidar en forma preferente; las
mitocondrias pueden utilizar Ia cadena clésica en forma similar a como lo
hacen con la utilizacién de la cadena alterna; L-lactato y NADH pueden
ser oxidados parcialmente por la cadena alterna; aungue la oxidacién por
esta via es dependiente de la concentracién de citocromo b tipo o, la
sensibilidad a DPA indica su oxidaci6n preferencial sobre la via, aunque
¢l DPA no es inhibidor especifico de la cadena alterna en las mitocondrias
de céluias de Euglena, sin embargo es capaz de inhibir la oxidacion de
sustratos, que son inhibidos en forma total; la insensibilidad a cianuro y
la insensibilidad a antimicina apoya este hecho (ver Cuadro 3B), lo que
sugiere que la conexi6n entre la cadena alterna y la cadena clisica a nivel
de ubiquinona-citocromo b. En el caso del NADH (el cual se oxida por
la NADH deshidrogenasa) es sensible a la rotenona en forma total asf que
su via de entrada es por la NADH DH y posteriormente puede ramificar
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su flujo electrénico por cualquiera de las rutas conocidas: cadena clésica,
cadena alterna u oxidasa alterna, y por tanto comportarse- como un
proceso insensible a la accién de los diferentes inhibidores, (ver Cuadro
3B).



PORCENTAIE DE INHIBICION Epgleng gracilis (mitocondrias-log-Peptona)

INHIBIDOR (Sal)

SUSTRATO L-LACTATO SUCCINATO NADH 2-0XOGLUT. GLUTAMATO
10mM 10mM mM 10mM MALATO KM
Rotenona 0.05mM 0.0 2643 100£0 - 100
Antimicina 0.01mM 6710 10010 0.0 - 100
Mixotiazol 0.01mM 6740 100+0 10040 - 100
HQNO 0.01mM 34+l 11 50:+0 - 100
Cianuro 0.1mM 3945 1000 3%2 - 100
Disulfiram 0.5mM 0.0 0.0 100+0 - 100
SHAM 0.5mM 8+0.1 0.0 542 - 100
Difenilamina  0.25mM 100£0 100+0 100£0 - 100
Oligomicina 0.01mM 241 231 2,5%1 - 100
OXIDACION ngatom O, mg-1 min-1
DE L-Lactato Succinato NADH 2-oxoglut. Gluv/Malat.
SUSTRATOS 117£13 n=8 N£3 n=6 13245 n=3 - 3140.0 n=3
D-Lictico 10mM
142415 n=2 .
CONTROL RESPIRATORIO  L-Lictico Succinico NADH 2-oxoglut. Glut/malt.
1.85 23 1 3.6 1.75

Cuadro 3B. 1phibicion det consumo de oxigeno con diversos sustratos ¢n mitocondrias d¢ Evglena cn:::da o pepwu como fuente de carbono. Los

inhibidores se incubarén por 4 mimutos antes de 12 adicién de los sustratos a as de protefra fue

de 1mg/mi; para los contyoles respiratorios se adiciono ADP a una concentracién final 0.SmM. Los datos rtprﬁ:uunhmcﬁa + érror estdadar,
n=mimero de experimentos.

92



93

Mitocondrias de Euglena gracilis crecidas en glutamato-malato
como fuente de carbono.

Estos datos se basan en lo reportado por Uribe y Moreno-Sénchez
(1992), quienes encontraron que para la oxidacion de L-lactato existe alta
sensibilidad en el caso de mixotiazol, HQNO, cianuro y DPA; en forma
parcial rotenona e insensibilidad frente a antimicina, disulfiram y
oligomicina, (ver Cuadro 3C).

Al igual que en los casos anteriores, estas mitocondrias oxidan
L-lactato de manera preferente por la cadena alterna, por lo cual resultan
insensibles a antimicina, sin embargo es inhibida por cianuro. En el caso
del DPA, no existe una sensibilidad del 100%, por lo cual podemos
suponer que la oxidaci6n de este sustrato se lleva a cabo por un citocromo
b (tipo o) y posteriormente se integra a la cadena cl4sica de transporte de
electrones, esto puede explicar su sensibilidad al cianuro y ademés sugerir
que la actividad residual de la oxidacién del L-lactato pueda dirigirse por
la oxidasa alterna (ver Cuadro 3C).

Para el succinato se encuentra mayor sensibilidad en presencia de
antimicina, mixotiazol, HQNO, cianuro, DPA y oligomicina, esto
significa que la oxidacién de succinato se dirige preferentemente por la
cadena cldsica, pero que una pequefia fraccién (aproximadamente de 3 a
10%) podria dirigirse por la cadena alterna e inclusive utilizar la oxidasa
alterna debido a que esta iltima es poco sensible a SHAM y disulfiram
(ver Cuadro 3C).



© Cuadro 3C.

INHIBIDOR

Rotenona
(0.05mM)

Antimicina
(0.01mM)

Mixotiazo)
(0.0lmM)

HQNO
(0.01mM)

Cianuro
(0.1mM)

DPA
(0.25mM)

Disulfiram
(0.5mM)

SHAM
(0.5mM)

Oligomicina
(0.1mM)
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Inhibicién del consumo de O, con diversos sustratos en nmocondnas de Euplena

badas con los inhil
min antes de la adicion de JmM NADH, 10mM succinato, 10mM L-lactato,
7.5mM de glutamato + 15SmM de malato (G+M), y 10mM de alfa-cetoglutarato.
Los datos mostrados representan la medida + error esiindar de 6 preparaciones
usadas,

geaclis, Las

G+M

10010

5043

10010

1000

900

1000

10010

040

10040

drias fueron i

SUSTRATO

0-KG

NADH

% de Inhibicién

100£0

100£0

10040

1000

0£0

1000

100+0

3543

10010

9614

94£2

1000

10040

6215

8742

4542

1441

8316

Succinato

7+£3

9742

1000

100£0

100£0

7743

2944

412

83+4

por 4

Lactato

34x1

1416

7243

78+2

6643

83+8

241

946
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Para el caso del NADH se observé el mismo fenémeno que en el
caso del succinato; por lo tanto, el NADH puede oxidarse
preferencialmente por la via clésica, puesto que su oxidacién resulta ser
sensible a la mayorfa de los inhibidores; posiblemente también pueda
dirigirse por la cadena alterna (por su sensibilidad al DPA); finaimente
para la oxidacién del glutamato-malato y el 2-oxoglutarato la sensibilidad
se incrementa, sin embargo, llama la atencién que en presencia del
sustrato 2-oxoglutarato, la inhibicion por cianuro sea del 0.0%, lo cual
indica exista una reacci6n entre el cianuro y el 2-oxoglutarato formando
cianhidrinas, catalizada incluso por la rodanasa mitocondrial; las cuales
abatirfan la concentracién de cianuro libre que pueda actuar sobre la
citocfomo oxidasa y por tanto el 2-oxoglutarato libre quede disponible
para la oxidacion via ciclo de Krebs; en su defecto, dirigirse por 1a cadena
alterna, lo cual explicarfa la insensibilidad a cianuro. Quiz4s sea necesaria
la realizacién de estudios en espectros diferenciales comparativos en los
cuafes se demuestre que la cadena alterna presenta todos sus componentes
y por lo tanto la oxidacién de L-lactato y NADH puedan dirigirse por
cualquiera de las vias saltandose el sitio de inhibicién del cianuro, (ver
Figura 7B).

Las diferencias entre las mitocondrias de células crecidas en
peptona, Hutner y etanol son considerables, por ejemplo las mitocondrias
de células crecidas en peptona como fuente de carbono no son capaces de
oxidar 2-oxoglutarato ademds de ser altamente sensibles a los inhibidores;
utilizando glutamato-malato como sustrato para este \ltimo caso, la
sensibilidad observada en las mitocondrias de células crecidas en
glutamato méis malato en menor proporcién y ain en menor proporcién
en las mitocondrias de células crecidas en etanol.

La observaciones en donde se puede obsetvar mejor las diferencias
existentes entre los diferentes tipos de mitocondrias se encuentra en la
oxidacion de lactato y NADH, en los cuales las mitocondrias de células
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crecidas en etanol como fuente de carbono presentaron menor sensibilidad
a los inhibidores; en contraste con las mitocondrias de células crecidas en
peptona y Hutner, sugiriendo que el sisterna respiratorio o la(s) cadenas)
de transporte de electrones ¢n las mitocondrias de células crecidas en
etanol es mucho més eficiente que en las mitocondrias de c€lulas crecidas
en los medios de peptona y glutamato-malato; esto sugiere que el sustrato
en el medio de crecimiento puede inducir Ia expresién de la o las cadenas
alternas en las mitocondrias inclusive también podrfa modificar la
concentracion de citocromo b tipo o;

Las diferencias pueden radicar en la capacidad de oxidacion de
sustratos y la velocidad de oxidaci6én de sustratos con la que las
mitocondrias puedan disponer de la cadena alterna de transporte de
electrones y la utilizacién de Ia misma como una forma de obtencién de
energfa.

Nosotros sugerimos que las mitocondrias de células crecidas en
glutamato m4s malato presentan muy poca expresién de la cadena alterna
al igual que las mitocondrias de células crecidas en peptona, es decir que
probablemente en las mitocondrias de células crecidas en etanol en
contraste con las mitocondrias de células crecidas en glutamato-malato y
peptona, se pueda expresar de manera importante el citocromo b tipo o e
inclusive la posibilidad de otra citocromo oxidasa que evita que Ia cadena
alterna se vuelva a integrar a la cadena cl4sica, al respecto, cabe la
posibilidad de que también exista alguna ramificacién en las mitocondrias
de células crecidas en etanol como fuente de carbono; sin embargo,
nosotros no hemos podido detectar esta ltima, por lo que creemos que se
podria detectar realizando experimentos a temperatura de nitrgeno
lfquido, de tal manera que pudiéramos resolver los citocromos si es que
existen; existe una tercer posibilidad y es la de suponer que los electrones
son transferidos directamente hasta Ia reduccién del oxfgeno forméndose

agua.
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La figura 23 muestra la proposicién que nosotros hacemos respecto
a los datos obtenidos, por lo que creemos que las mitocondrias de células
crecidas en medio de etanol tienen una sobreexpresién de la oxidasa
alterna, es decir que el citocromo o est4 sobreexpresado de tal manera que
le hace insensible a los inhibidores de la cadena cldsica; para el caso de
las mitocondrias de células crecidas en medio de peptona y
glutamato-malato, 1a ramificacién de la cadena alterna se vuelve a integrar
a la cadena clésica, (ver Figura 7B) y por tanto, la sensibilidad a cianuro
se refleja un poco mas; existe también la posibilidad de que la
ramificacién ocurra apartir de la ubiquinona; y que la oxidacién de
L,D-lactato vfa lactato deshidrogenasa ceda los electrones a la oxidasa
alterma (citocromo b tipo 0) y estos reduzcan al oxfgeno directamente;
también est4 la posibilidad de que done los electrones a la ubiquinona e
inclusive se los done al citocromo b del complejo b, de la cadena cldsica
y estos dirigirse a lo largo de la vfa hasta reducir al oxigeno. En el mismo
esquema se encuentra la via de oxidacién propuesta para succinato, la cual
es al parecer sensible a SHAM, (ver Figura 7B) ; sin embargo, en nuestro
laboratorio no hemos encontrado esta via puesto que las inhibiciones por
SHAM son solo parciales, por lo que creemos que no existe evidencia de
esta via (Uribe y Moreno-Sdnchez, 1992), lo que sugiere que
posiblemente la oxidasa alterna propuesta, (ver Figura 7B) es la misma
oxidasa alterna correspondiente al citocromo b tipo 0. También se integra
la posible inhibicién por propil-galato la cual se ha sugerido gue inhibe a
la vfa insensible a cianuro. Se han realizado también experimentos en
donde se manejaron las relaciones citocromo o/aa; Ia cual pude servir
como indicador de sensibilidad a cianuro, (Devars, y cols., 1992), (ver
Tabla IV).
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ILactato

ax Egl‘m; Lactato Dashidrogenasa

NADH———) Flavopx: teinfmuqui na—sCit ﬁ: o—Cit aa;jz

Rotenona mtm:in.
ot.ilzol
Figura 23, Muestra el esquema propuesto por nuestro grupo de trabajo, mostrando los sitios

de oxidacidn de lactato, los posibles cofactores de la lactato deshidrogenasa, asi
como la posible interaccién de los diferentes inhibidores.

v

El L-lactato se oxida preferentemente por la cadena alterna en las
mitocondrias de células crecidas el glutamato y/o mAs malato y en las
mitocondrias de peptona, pero en las mitocondrias de células crecidas en
etanol, esta oxidaci6n puede desviarse por la cadena clasica (alrededor de
30%) . Algunos experimentos que demostrarfan que este esquema puede
cumplirse en mitocondrias de células crecidas en etanol como fuente de
carbono y que probablemente no aparezcan en mitocondrias de células
crecidas en glutamato-malato o peptona serfan los siguientes, aislar
mitocondrias ¢ inhibir [a cadena respiratoria de tal manera que se pueda
expresar solo la actividad de la cadena alterna asi como la insensibilidad
a cianuro, azida o 4cido sulfhidrico, en esta condicién probar que esta
cadena alterna es capaz de proporcionar la cantidad necesaria de protones
para la obtencién de energia; por otro lado aislar al citocromo o y
determinar las posibles interacciones que existen con la cadena respiratoria
y su posible interaccién con enzimas como Ia lactato deshidrogenasa; al
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mismo tiempo podrfa servir como una forma de relacionar al citocromo
o con otras cadenas respiratorias de otros microorganismos.

Espectros diferenciales con CO:

Se realizaron espectros diferenciales comparativos entre las
mitocondrias de células crecidas en glutamato mds malato con y sin
cianuro y las mitocondrias de células crecidas en medio de etanol asi
como mitocondrias de células crecidas en peptona. Las figuras muestran
que la expresién de la citocromo oxidasa se encuentra en los diferentes
tipos de mitocondrias. También puede observarse, la expresién de la
oxidasa alterna, (citocromo b tipo 0), sin embargo se encontr6 que existia
una sobreexpresi6n de la misma en ias mitocondrias de células crecidas
en medio de glutamato-malato - cianuro, aunque también se pudo
expresar en muy buena proporcién en las mitocondrias de células crecidas
en medio de etanol; por otro lado, se encontré que hay muy poca
expresién de cadena alterna en mitocondrias de células crecidas en medio
de glutamato-malato y en mitocondrias de células crecidas en peptona
como fuente de carbono.

Encontrdndose que en las mitocondrias de células crecidas en
glutamato més malato y cianuro poseen una sobreexpresién del citocromo
b (tipo 0), lo cual sugiere que las mitocondrias de células crecidas en
glutamato mis malato sobreexpresan la cadena alterna debido a la
presencia del cianuro, posteriormente las mitocondrias de células crecidas
en etanol y por dltimo las células crecidas en glutamato més malato. Esta
sobreexpresion del citocromo b (tipo o) se midié por el pico de absorcién
del citocromo tipo 0 a 418 nm con un valle a 430 nm (espcctros realizados
con CO a intervalos de tiempo de 2, 8 y 16 min; la técnica se basa en la
reaccién lenta del citocromo o con el monéxido de carbono, de alli que
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Jos periodos de lectura sean prolongados). No se encontrd sobreexpresién
de otros componentes detectables por métados espectrofotométricos en los
diferentes tipos de mitocondrias provenientes de los diferentes sustratos
de crecimiento celular.

La tabla IV muestra la relacién de citocromo o/aa, y ademds
también muestra la cantidad de citocrome o y citocromo aa, expresado en
los diferentes tipos de mitocondrias de células crecidas en los diferentes
medios de cultivo; como puede observarse, 1as mitocondrias de células
crecidas en medio de peptona y glutamato-malato presentan una alia
sensibilidad al cianuro, en contraste con las mitocondrias de células
crecidas en medio de etanol y medio de glutamato-malato mas cianuro.
Esto confirma fa sugerencia de que existe una sobreeexpresién de la
oxidasa alterna en mitocondrias de células crecidas en medio de etanol y
cn mitocondrias de células crecidas en glutamato-malato + cianuro:
Devars y colaboradores (1992) habfan encontrado una relacién de
citocromos o/aa, de alrededor de 2.5 para las mitocondrias de células
crecidas en glutamato-malato y de 2.4 para las mitocondrias de células
crecidas en peptona; nuestros datos muestran una disminuci6n substancial
debido a la descongelacion de Ias muestras, (mostraron conglomerados de
mitocondrias); ademds de que l1a realizacién de los espectros presenté
dificultades técnicas; los datos muestran la mitad de los vatores obtenidos
por Devars y cols., sin embargo la demostracién de Ja sobreexpresi6n del
citocromo o se pudo comprobar, cabe mencionar que el nimero de
experimentos realizados no son suficientes para contradecir los datos antes
publicados.



Tabla TV,
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Muestra el coutenido relativo de citocromo o y citocromo aa3 en mitocondrias de
células crecidas en diferentes fuentes de carbono, Las mitocondrias se utilizaron
a partir de células en fase log o log media. La cantidad de proteina adicionada en
las preparaciones fue de 2mg/ml. Los cilculos se realizaron en base a los
coeficientes de extincidn molar reportadas para bacterias correspondiendo a
(428.5-445 nm)=148/mM por cm para ¢l citocromo a+a, y de (418430 nm)=
160/mM por cm para el citocromo 0.

Mitocondrias  Abs (0) Abs (az,) [cit 0] [cit aa,] ofaa, n

de células

crecidas en ptaol/mg

medio:

Peptona

Gtu/Mal

Etanol

Glu/Mal
mas CN-

prot.

0.0057 0.0120 1.7 28 0.635 3

0.0117 0.0077 36,6 251.42 0142 5

0.0411 0.0015 128.4 5.086 25.16 5

0.045 0.0049 701.4 8.91 787 3

La sobreexpresi6n de lacadena alterna pudo ser observada al realizar
los espectros diferenciales, de tal manera que pudo incrementarse ia
concentracién de citocromo b tipo o en mitocondrias de células crecidas
en cianuro, lo que sugiere que ademés del sustrato utilizado, existen
factores como la presencia de inhibidores que pueden facultar a las células

para adaptarse
citocromo o a

a este medio y por tanto incrementar la concentracién de
nivel mitocondrial; esto se manifiesta por la presencia de

un pico y un valle a 409 y 420 nm indicativo de la presencia de citocromo

0y un pico y

valle a 430 y 445 nm como indicativo de citocromo aa,,

(ver Figura 24). La figura A muestra los trazos realizados en mitocondrias

de células crecidas en glatamato/ malato, el trazo B indica el espectro de
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mitocondrias células crecidas en etanol y finalmente el espectro C indica
la expresién de citocromos en mitocondrias de células crecidas en
glutamato-malato mas cianuro. Esta sobreexpresin  indica que
posiblemente las mitocondias de células crecidas en etanol y quizis las
mitocondrias de células crecidas en cianuro, se comporten como se
muestra en la figura 23, 1as cuales presentan muy poca expresién de
citocromo oxidasa y un incremento en la sintesis de oxidasa alterna, la
cual no se cumple en mitocondrias de células crecidas en glutamato-malato
y mitocondrias de células crecidas en peptona.



Figura 24.
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450

Se los esp diferencial ducidos con monéxido de carbono en

i drias de células de Euglena crecida en diferentes fuentes de carbono. Se
adicionaron 4mg/mi de protefsa en un medio conteniendo KME-glicerol 1:1, fos
citocromos fueron reducidos con ditionita de sodio, Los espectros muestras la
reaccién a los 16 min con 30 seg. de burbujeo en fa cubeta de referencia. A
comresponde al espectro de mitocondrias de células de Puglesia crecida en
glutamato-malato; B mitocondrias de células crecidas en etanol como dnica fuente
de carbono y C mitocondrias de células crecidas en glutamato-malato + cianure,
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CONCLUSIONES

Las células crecidas en etanol como fuente de carbono alcanzan su
fase estacionaria alrededor del 5° dfa de crecimiento celular; sin embargo,
la movilidad celular continua inclusive hasta alrededor del catorceavo dia
de crecimiento, lo que sugiere que la obtencitn de energfa sea dependiente
de la cadena alterna la cual se encuentra en actividad durante esta fase de
crecimiento celular (Stewart y Gregory, 1969); la movilidad de células
crecidas en otras fuentes de carbono si se ve alterada por la densidad
celular, en células crecidas en glutamato-malato mas cianuro, pierden
movilidad y entran a la fase de enquistamiento celular, Es importante
sefialar que se esperaba un comportamiento similar de estas Gltimas células
respecto a las células crecidas en etanol, es decir, que la movilidad celular
y/o quiz4s la reproduccién continuara durante algtin tiempo, sin embargo,
los resultados fueron contrastantes; esto sugiere que también la fuente de
carbono tiene gran trascendencia durante el crecimiento celular y tiene
cierta influencia para la expresién de la cadena alterna.

La sobreexpresi6n de la cadena alterna en mitocondrias de células
crecidas en glutamato-malato en presencia de cianuro no ayuda a la célula
para sobrevivir por tiempos prolongados en concentraciones deficientes de
oxigeno, o en condiciones de estrés de nutrientes, excepto que ayudan a
la célula a adaptarse a las condiciones adversas dadas por la presencia o
ausencia de inhibidores, (células crecidas en glutamato-malato + cianuro)
al mismo tiempo la presencia de estos Gltimos pueden tener efecto aditivo
sobre la expresién de la cadena alterna. Es decir que en las células
crecidas en medios de cultivo en los cuales no se desarrolle la oxidasa
alterna en forma excesiva como es el caso de las células crecidas en
peptona o en las células crecidas en glutamato malato, la fase logaritmica
se alcanzari alrededor del sexto dfa y posteriormente se obtiene el
enquistamiento de las mismas. También es factible demostrar este
fenémeno ensayando concentraciones més bajas de cianuro.
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La presencia de cianuro o de algin otro inhibidor puede influenciar
la induccién de la cadena alterna o de oxidasas alternas en mitocondrias
de células crecidas en glutamato-malato, sobreexpresando la sintesis de
estas ¢ inclusive de su actividad.

Las mitocondrias de células crecidas en etanol como tinica fuente de
carbono presentaron una notable resistencia a inhibidores convencionales
de la cadena de transporte de electrones normal tal como antimicina y
cianuro.

La carencia de la inhibici6én de la antimicina en la oxidacién de L-
o D- lactato como sustrato implica Ia utilizacién de la cadena alterna como
via de flujo de electrones y por tanto su insensibilidad a cianuro se ve
acentuada.

La oxidacién de algunos sustratos no es inhibida por cianuro,
aunque es parcialmente sensible a antimicina. Esto apoya el hecho de que
existe influencia de la fuente de carbono utilizado para el crecimiento
celular misma que repercute en la exclusividad de oxidacién de sustratos
¢ insensibilidad a inhibidores; como es el caso de las mitocondrias de
células crecidas en peptona como tnica fuente de carbono asf como las
mitocondrias de células crecidas en etanol como fuente de carbono que
presentan exclusividad o preferencia de vfas de oxidacién de sustratos
utilizando lactato como sustrato para la oxidacién mitocondrial,

Las mitocondrias de Euglena_gracilis crecidas en etanol o en otras
fuentes de carbono, no son estimuladas (en estado 4) por la adicién de
AMP; por otro lado las células crecidas en etanol no son estimulables (en
estado 4) por la adicién de ADP, probablemente por la interferencia de la
adenilato cinasa o miocinasa siendo esta dltima insensible a AMP inclusive
en altas concentraciones, .

Podemos inferir que la adaptacion celular a un medio de cultivo y
en especial a la fuente de carbono utilizada, repercute exclusivamente en
Ia sintesis enzimdtica celular dirigida hacia la creaciéon de un mejor
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ambiente para crecimiento celular; por tanto la resistencia o adaptacién a
un medio de cultivo, asf como resistencia a algunos inhibidores de la
respiracién, por estimulacién de sintesis de oxidasa alterna y
sobreexpresién de la misma; simultdneamente afecta las subestructuras
celulares y sus diferentes compartimentos; la mitocondria es un ejemplo
claro, asf como la exclusividad de oxidacién de algunos sustratos por
mitocondrias de células crecidas en diferentes fuentes de carbono.

El mismo sustrato y la concentracién de oxigeho en el medio de
cultivo probablemente afecten de alguna manera la presencia o ausencia
de vias alternas asf como la sobreexpresion de la misma. También es
posible que la cantidad de elementos vitales como las vitaminas
adicionadas para su crecimiento y su concentracién tengan el mismo efecto
€N mayor o en menor escala.

Aseguramos que el comportamiento mitocondriai desde el punto de
vista metabblico es diferente con respecto mitocondrias crecidas en
diferentes fuentes de carbono, lo que hace posible la poca susceptibilidad
para algunos inhibidores, Creemos que €s necesario conocer un poco méis
tanto a la célula como a la mitocondria situindolas en una escala
filogenética y evolutiva para poder dar algunas respuestas de dicho
comportamiento.

La relacién de citocromo o/aa, muestra que se puede inducir la
expresion de la cadena alterna dependiendo de los medios de cultivo, es
decir que el medio de cultivo como el etanol induce la expresi6n de la
cadena alterna y que ademds se puede sobreexpresar por la adicién de
cianuro al medio de cultivo y por tanto, esta sobreexpresion hace
insensible a las mitocondrias a CN- y antimicina.
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PERSPECTIVAS

La expresi6n de Ia cadena alterna o cadenas alternas en muchos
organismos de interés para ¢l hombre como es el caso de Rhizobium,
Paracoccus, etc en los cuales se ha demostrado que se pueden expresar
en forma diferente respecto a las condiciones en las que se encuentre el
microorganismo tanto en su hibitat natural como en el laboratorio; sin
embargo no se conoce ¢t papel que tienen las oxidasas alternas y su
funcionamiento respecto a la nutricidn del microorganismo y en algunos
casos la relacién simbiontica entre varios organismos (Rhizobium y
algunas leguminosas). Por estos motivos, nos podemos plantear algunas
perspectivas que nos podrian ayudar a proponer algunas posibles funciones
de las mismas.

Si el estrés respecto a la concentraci6n critica de oxigeno incrementa
la expresién de Ia cadena alterna, entonces este pardmetro podrfa utilizarse
como un fndice de sobreexpresidn de esta via y ademds demostrar que la
sintesis de ATP por esta via puede ser necesaria para ef transporte de
sustancias, crecimiento celular y/o reproduccién celular,

Por atro lado si la sobreexpresién de Ja cadena alterna u oxidasas
alternas se encuentra en méxima actividad en células crecidas en fase
estacionaria (Stewart y Gregory, 1969), serfa interesante demostrar que
la cadena alterna en mitocondrias de células crecidas en etanol como
fuente de carbono presenta este maximo de actividad en fase estacionaria
y evaluar los pardmetros antes mencionados, asi como la méxima
expresién y actividad de citocromo b (tipo 0).

La sobreexpresién de la cadena alterna en mitocondrias de células
crecidas en Glutamato-malato en presencia de cianuro podria aplicarse en
mitocondrias de células crecidas en etanol como fuente de carbono en
presencia de cianuro, con fines demostrativos respecto a si puede
sobreexpresarse ain mds la cadena alterna y posiblemente evaluar de
mejor manera e} funcionamiento de dicha via asi como su composicién y
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el posible pape! que esta tenga respecto al aporte de energfa y transporte
de metabolitos en la mitocondria y en la célula.

La sobreexpresién de la cadena alterna en las mitocondrias de
Euglena podrian servir para aislar al citocromo o e incorporarlo a
membranas artificiales en las cuales se pudiera estudiar mejor las
funciones del citocromo o y la funcionalidad del mismo.
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Vanidad de vanidades, dijo el predicador; vanidad de vanidades, todo es vanidad. ;Que
provecho tiene el hombre de todo su trabajo con que se afana debajo del sol?. Una generacion
va y una generacién viene; més la tierra siempre permanece. Sale el sol, y se pone, y se
apresura a volver al lugar de donde se levanta. El viento se dirije hacia el sur, y rodea hacia
el norte; va girando de continuo, y a sus giros vuelve el viento de nuevo. Todos los rfos van
al mar, y el mar no se Hlena; al lugar de donde los rios vinieron, atlf vuelven para correr de
nuevo. Todas las cosas son fatigosas més de lo que el hombre puede expresar; nunca se sacia
su ojo de ver, ni el ofdo de oir. (Que es lo que fué€? es lo que serd. jQue ¢s lo que se ha
hecho? lo mismo que se hard; y no hay nada nuevo bajo el sol. Hay algo nuevo de lo que
pueda decirse que es nuevo?. Ya fué en los siglos que nos han precedido. No hay memoria
de lo que precedi, ni tampoco de lo que sucederd habré memoria en los que seran después.

Eckesiases 1 211,

En memoria de mi abuelo.
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