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RESUMEN 

La presencia de una cadena alterna en el protista Euglena gracilis fué 
evidenciada en 1970 por Sharples y Butow, para ese entonces ya se contaba 
con trabajos del transporte electrónico en este organismo (Periru, 1964). 
Sharples y Butow (1970) encontraron que esta cadena alterna puede ser 
inducida e incrementada por la presencia de un inhibidor en el medio de cultivo 
o por la fuente de carbono utilizada. Más tarde, Devars y cols. (1992) 
evaluaron la relación de la oxidasa alterna con respecto a la oxidasa clásica en 
células crecidas en glutamato/malato, así como en peptona + acetato no 
encontrando una diferencia significativa en la expresión de estas dos oxidasas. 
En 1994 en este mismo laboratorio se encontró que la cadena alterna también 
podía ser expresada e incrementada al crecer a las células en presencia de 
etanol como fuente de carbono, por lo que en este trabajo se utilizaron dos 
condiciones: a) etanol como fuente de carbono, y b) un inhibidor que no fuera 
antimicina en el medio de cultivo (CN) con el fin de obtener una mayor 
cantidad de oxidasa alterna con respecto a la oxidasa clásica y así poder 
secuenciar el transporte de electrones a través de esta vía. Se realizaron curvas 
de crecimiento, espectros de absorción, ensayos de HPLC y otros estudios. Al 
igual que Devars y cols. ( 1992) en este trabajo se encontró una relación poco 
significativa entre Ja oxidasa alterna y la oxidasa clásica, una insensibilidad 
parcial cuando se utiliza CN como inhibidor, el aumento en la cantidad de la 
oxidasa alterna no corresponde con un aumento en la actividad de ésta. La 
posibilidad de la existencia de más de una oxidasa alterna fué evidenciada por 
los ensayos de respiración utilizando TMPD como sustrato. Se descartó la idea 
de que Ja oxidasa alterna sea del tipo bo, ya que no se detectó este tipo de 
citocromo en los ensayos de HPLC, y el hecho de que este organismo oxide 
quinona 1 en presencia de un inhibidor del complejo be 1 nos hace sospechar 
que una de las oxidasas presentes en este organismo sea del tipo quino) oxidasa 
concluyendo que todas las evidencias presentadas en este trabajo apuntan hacia 
LU1a relación evolutiva con bacterias del tipo gram negativas como Paracoccus 
denitnjicans y Rhodobacter spheroides entre otras. 
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INTRODUCCION 

Euglena gracilis es un organismo muy interesante por su origen y 
características animales y de plantas superiores así, como algunas exclusivas 
del grupo .Diferentes cepas de Euglena gracilis se diferencian entre sí, ya 
que algunas tienen la capacidad de crecer en hidratos de carbono y otras no. 
Tienen necesidades orgánicas variadas incluso cuando se desarrollan 
heterotróficamente presentan una amplia capacidad sintética, por lo que 
necesitan incorporar nutrientes orgánicos (Buetow 1968). 

El género Euglena presenta una distribución muy amplia, encontrandose en 
muy diversos habitats: agua dulce, salobre, ácida , alcalina, en condiciones 
aeróbicas, anaeróbicas. Por otro lado existen formas solitarias, coloniales, 
palmelas y parásitas (Bames, 1988). Este género es taxonómicamente 
problemático, por presentar características animales y vegetales; por los que 
se le ubica en los reinos: animal (flagelo y mitocondria) y plantae (película, 
cloroplastos y mitocondria). Desde el punto de vista del reino plantae, estos 
organismos son ubicados como algas y pertenecen a la división euglenophyta 
(Margulis, 1990). Y son ubicados en estos sitios debido a la presencia de 
cromatóforos, y muy en especial de flagelos locomotores (Martínez y 
Gutierrez, 1988). El orden Euglenida comprende muchas especies divididas 
en aproximadamente 40 generos (Leedale, 1968). Su reproducción es asexual 
por fisión longitudinal binaria. 

Euglena gracilis presenta dos tipos de flagelo unidos en la base del 
reservorio , uno interno que no emerge y usualmente esta unido a un 
fotoreceptor, el cual probablemente contribuye a la transmisión de señales y 
otro que se extiende más alla de la apertura anterior, siendo el responsable 
del movimiento helicoidal (Sleigh 1986). Este flagelo presenta filamentos 
delgados los cuales facilitan el movimiento en el agua. Presentan una mancha 
ocular o estigma con un pigmento llamado Astaxantina. 

Euglena gracilis posee un complejo membrana! conocido como película que 
es rígida y ondulada, se compone de 4 fibrillas, así como de 4 tubulos 
subpeliculares provenientes del reticulo endoplásmico. Esta película contiene 
68% de proteínas, 17% de lípidos y 13% de carbohidratos así como un alto 
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contenido de prolína y valina, y bajas concentraciones de ácido aspártico. 

Tiene un contenido de esteroles muy bajo. 

Hinchamiento 
fla9elar -

Mancha _... -
ocular 

Re-sctrvorío - - -

Bl.,flaropl.as.1os. _.,.,.~ 

Película -- -

R•ti'culo __ 
mitocondrSal 

Ctoroplas tos.- -

__ -Microfi\amento~ 

_ _ l isoo;oma 

-Nucleo 

___ Mucocistos. 

_Aparato 
de Golgi 

_ vesicula f osfolipÍdica 

Figura! .-Esquema de Eugleua mostrando algunas de sus estructuras sub celulares tomado 

de Martínez y Gutíerrez ( 1988). 

Entre los carbohidratos contenidos en esta estructura se encuentran la 

arabinosa que corresponde al 89% del contenido de carbohidratos, la glucosa 
(8.6%) y la lactosa (1.6%) contiene además pequeñas cantidades de otros 

azúcares como ramnosa:fructuosa:xylosa:manosa:glucosamina y ácido 
glucuronico. Las pentosas comprenden el 80% del total de carbohidratos. Por 

otro lado estos azúcares pueden estar formando parte de glicoproteínas 

(Nakano y cols., 1987). 

La película presenta un moVIm1ento citoplásmico ameboide. Se han 
encontrado fosfatasas ácidas en la película. Hay células (secretan mucosa) 

que tienen la función de lubricar el espacio entre los surcos o estrías (Summer 
y Blume, 1965) 



4 

Las células de Euglena crecidas en la obscuridad presentan proplastidos que 
dan origen a los cloroplastos cuando las células se exponen a la luz. 

Morfología de la mitocondria de Euglena: 

Cada célula de Euglena graci/is crecida en la obscuridad contiene más de 
500 mitocondrias (Schiff y cols., 1971 ). 

La mitocondria está limitada por dos membranas de 60Á aproximadamente; 
la membrana interna esta rodeada por una zona cristalina y se caracteriza por 
ser irregular. El número y la forma de estos organelos varia 
considerablemente aunque tienen la arquitectura básica común a todas las 

mitocondrias, tienen 2 membranas, la interna está doblada formando crestas 
que se extienden hasta la matriz. 

La matriz mitocondrial es granular y se hace más densa en la fase 
estacionaria de crecimiento; al crecer las células en la obscuridad la masa 
mitocondrial aumenta así como en condiciones deficientes de vitamina B 12, y 
las mitocondrias se hacen más pequeñas. 

Las mitocondrias de Euglena son estructuras pequeñas, circulares o bandas 
más o menos largas. En células crecidas en la obscuridad son ovoides o 

elongadas y en células crecidas en la luz forman un complejo interconectado 
(Lefort, 1975; Brandes y cols., 1964). Y están ordenadas en condriones que 

son estructuras parecidas a redes que atraviesan toda la célula, es una 
estructura plástica y filamentosa que se presenta tanto en células crecidas en 
la luz como en la obcuridad 

Las mitocondrias se funden y se ramifican para formar la red. Esta red está en 
constante movimiento, ya que constantemente se están fragmentando y 
fusionando (retículo mitocondrial). Este retículo es delicado y complejo en 
células control y más restringido en células con fuente de carbono limitada. 

La fosfatasa ácida se encuentra en regiones específicas del retículo, y se cree 
que está involucrada en la constante fusión y rompimiento del retículo. La 
estructura de este retículo varía con las condiciones de crecimiento. A esta 
estructura se le conoce como mitocondria gigante(Brandes y col., 1964; 
Leedale y Buetow, 1967; Pelegrini, 1976). 
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La forma del condrioma cambia cuando la Euglena se expone a inhibidores, 

como antimicina, en este caso la red se forma por filamentos cortos. Aunque 

no se sabe que ventaja tiene para la Euglena el fonnar esta mitocondria 

gigante, se ha sugerido que este retículo proporciona una mayor área para la 

difusión del oxígeno. Este típo de retículo es ampliamente utilizado en la 

naturaleza: algas verdes (clorela), euglenoides, protozoarios, fungi, levadura. 

También en mamíferos, hígado, neuronas, músculo y en plantas superiores 

(Osafune, 1970; Calvayrac y cols, 1974; Bakeva y cols., 1978). 

El condrioma ocupa aproximadamente el 6% del volumen célular en 

condiciones heterotróficas se hipertrofia y ocupa hasta el 16 % en células 

crecidas en la obscuridad en donde las crestas se encuentran en forma 

concentrica. 

Las mitocondrias de Euglena gracilis pueden fonnar una red (Mitocondria 

gigante) que dificulta el aislamiento de mitocondrias acopladas, sin embargo 

se han aislado mitocondrias intactas por digestión con tripsina (Gómez-Silva 

y cols., 1985), y por sonicación (Moreno-Sánchez y Raya, 1988). La 

mitocondria de Euglena gracilis contiene tanto DNA como RNA, y el RNA 

es distinto del RNA contenido en cloroplastos y citoplasma (Krawiec y 

Eisenstadt, 1970), ya que los hidrolizados ácidos de este RNA mitocondrial. 

tienen baja absorbancia en ultravioleta y pueden ser distinguidos del RNA 

citoplasmático y del de coloroplastos. 

El factor de elongación protéico en mitocondrias de Euglena ha sido 

purificado. Este funciona bien en ribosomas de cloroplastos de Euglena 
gracilis, así como en células de Escherichia coli pero no tiene actividad en 

ribosomas citoplasmáticos de gém1en de trigo y difiere de la translocasa de 

levadura ya que esta no tiene actividad en cloroplastos. El grado de 

sensibilidad de las translocasas a ácido fucshinico se toma como indicativo 

de la relaciones entre estas, la sensibilidad a este ácido en Euglena es similar 

a la sensibilidad de Escherichia coli, pero es 6 veces más sensible que la de 

Bacillus s11btilis (Everly y Spremulh, 1985). 

Materiál de reserva 

La célula de Euglena como otros organismos del género Euglenophita 

acumulan reservas de carbohidrato en forma de paramilo (p 1-3 glucagon) 
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(Buetow y Buchanans, 1968). El paramilo no es degradado en células 

blanqueadas aun cuando estas crezcan en medios, sin fuente de carbono ni 

nitrógeno. Sin embargo, el paramilo es degradado rápidamente al exponer las 

células a la luz y producen rnetabolitos que les sirven para producción de 

energía, así como para el desarrollo de cloroplastos. La degradación del 
pararnilo en células blanqueadas puede ser inducida por la presencia de 

amonio en el medio (Sumida y cols., 1987). 

Las reservas de grasa en células de Euglena se encuentran en fonna de ceras 

y su degradación es inducida por la presencia de oxígeno.Los compuestos . 
producidos a partir de estas ceras se convierten en compuestos nitrogenados 

y son utilizados para el desarrollo de proplastidos en la obscuridad. Parte de 

estos son convertidos en glucosa y luego en paramilo (Osafune y cols., 1990). 

En anoxia se obtiene A TP de la fennentación de estos ésteres de cera. Un 

sistema de síntesis de ácidos grasos independiente de malonil CoA interviene 

en esta fennentación. 

La regulación de la fem1entación de estos ésteres depende del 0 2 y no se ha 

entendido completamente todavía. En esta regulación también interviene una 

piruvato deshidrogenasa dependiente de NADP, diferente a la piruvato 

deshidrogenasa de otros organismos. La piruvato deshidrogenasa es sensible 
a 0 2 como la de organismos anaerobios corno Clostridium acidurico quien 

usa F ADH y metilbiológeno corno aceptares de electrones como la de 
organismos anaeróbios. Es interesante haber encontrado esta enzima sensible 

a oxígeno en mitocondrias de un eucariote (lnui y cols ., 1984). 

Metabolismo célular 

Este organismo es notable por que se ha visto que puede adaptarse a una gran 

variedad de condiciones nutricionales (Hutner, 1966) tanto autótrofas como 

heterótrofas. Calvayrac ( 1972) menciona que las mitocondrias de Euglena 

gracilis crecida en la obscuridad en presencia de diversos sustratos presenta 

una sene de cambios moifológico cíclicos de acuerdo al ciclo de división 

célular. 

Euglena gracilis es capaz de metabolizar una gran cantidad de sustratos, por 

que posee una gran cantidad de infom1ación genética necesaria para llevar a 

cabo estas reacciones metabólicas, en presencia de estímulos nutricionales 
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apropiados. Esta adaptabilidad no parece ser debida a mutaciones, ya que las 
células de Euglena no llevan a cabo recombinación sexual, ademas de tener 

un comportamiento cromosómico octaploide (Leedale 1968). Calvayrac y 
cols . (1985) sugieren que Ja respiración insensible a CN no es un mecanismo 
adaptativo ya que esta puede ser incrementada despues de dos semanas de 

anoxia y durante este tiempo la célula compensa la inhibición o la pérdida de 
la citocromo c oxidasa (Schawb, 1973). 

Se ha descrito que las mitocondrias de estos organismos pueden oxidar 
sustratos como lactato, succinato, Glutamato/malato, isocitrato, 2-

oxoglutarato, acetato, GABA, etanol, succinato semialdehído y NADH 
exógeno. (Buetow y Buchanan, l 965;Sharpless y Butow, 1970; Collins y 
cols., 1975; Kummel y Brinkmann 1988; Devars y cols., l 992;Price, 
1962.,Rutner y Price, 1964; Llord y Merret 1971 ; Calvayrac y cols., 1978; 
Tokunaga,1979; Isegawa,1984; Khan,1974, Datta y Khan, 1977; Tokunaga y 

cols ., J 976a; Cook y Heinrick, 1968; Graves y cols ., 1974; Oda y cols., 1982; 
Danfort, 1957; Uribe y Moreno-Sanchez, 1992: Uribe y cols . 1994). 

Entre las enzimas glicolíticas Euglena gracilis contiene tanto aldolasa clase 1 
(encontradas en plantas y protozoarios) como aldolasas tipo 11 (encontradas 
en Hongos, Bacterias y algas verdeazules) 

La síntesis de ácidos grasos en Euglena a diferencia de los mamíferos no 
incorpora maloníl CoA además de ser sensible a avidina 

Fosforilación Oxidativa. 

La fosforilacion oxidativa en mitocondrias aisladas de Euglena fue estudiada 
por Buetow y Buchanan ( 1965) quienes mostraron que existe una gran 

similitud con las mitocondrias de mamífero, cuando las células son crecidas 
en la obscuridad y se utiliza glutamato/malato como fuente de carbono. 
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Ciclo de Krebs en Euglena gracilis 

(Piruvato/NADP Oxidorreductasa) 

La descarboxilación oxidativa del piruvato concomitante en la fonnación de 
acetilcoenzima A es catalizada por la piruvato deshidrogenasa. En este 
organismo esta enzima no es un complejo multienzimatico ; y cataliza la 
oxidación del piruvato en una reacción que utiliza NADP. Esta piruvato 
deshidrogenasa dependiente de NADP juega un papel fisiológico importante 
en la fermentación de ésteres de cera. La oxidación del piruvato por el NADP 
y el intercambio de C02 son similares a las reacciones catalizadas por la 

piruvato: ferredoxina oxidoreductasa. La piruvato deshidrogenasa contiene 
una molécula de FAD y 4 moléculas de Fe el cual parece estar contenido en 
complejos Fe-azufre. (lnui y cols., 1987).Además esta enzima es inhibida por 
Oxígeno. 

La glutamato deshidrogenasa a diferencia de las células de mamífero solo se 
localizan en el citosol (Buetow 1969). 

La malato deshidrogenasa mitocondrial en Euglena gracilis crecida en la 
obscuridad es principalmente soluble (3 veces más que si se crece en Ja luz). 
Este organismo presenta dos malato dehidrogenasas dependientes de NAD y 

NADP Esta malato dehidrogenasa oxida al malato, sin embargo una alta 
concentración de este sustrato tiene efectos inhibitorios sobre la enzima. 

Cuando se agrega glutamato al medio Jos niveles de esta enzima se 
incrementan siendo el mejor inductor de la expresión de esta enzima. En un 

experimento para medir la actividad de la malato deshidrogenasa se probaron 
8 medios como fuentes de carbono, obteniendose las siguientes actividades: 
Glutamato>etanol>ac. acético>ac. succínico> ac. pirúvico>glucosa<ac. 
málico y fructosa, se vio que la enzima incrementó sus niveles y su actividad 
usando glutamato seguido de etanol como fuentes de carbono (Englar y 
Breiger, 1962; Peak y cols., 1972). 

A diferencia del ciclo de Krebs de mitocondrias de células de mamífero, las 
mitocondrias de Euglena gracilis (Fig.2) presentan una 2-oxoglutarato 

descarboxilasa y succinato semialdehído deshidrogenasa las cuales oxidan al 
2-oxoglutarato en una reacción dependiente de coenzima A y de pirofosfato 



9 

de tiamina, ambas enzimas se encuentran de manera constitutiva en estas 

células. El succinato semialdehído producido se convierte en succinato por la 

semialdehído deshidrogenasa. Ambas enzimas son dependientes de NAD y 

NADPH (Tokunaga y cols.,1976a) y se encuentran en la matriz mitocondrial. 

Sucetn.ato ~i-,.i 

•ld~hldn ºI' 
,..AD , NAt')P 

Clut ..... to 
descartx:ud 1 .... 

GAe.A 1-owoolut•r•tO 
amino trAnjf•r• .. 

Figura 2. Ciclo de Krebs de Eug/enn gracilis y sus diferentes enzimas (Buetow, 1968) 

La enzima que susbstituye al complejo de PDH en Euglena gracilis es la 

PDHOR la cual es extremadamente sensible a oxígeno, y el piruvato como 

sustrato no es oxidado, en presencia de oxígeno este inhibe la actividad de la 

enzima in situ, in vitro, y reestablece la actividad un 90%. En anaerobiosis la 

enzima no es sensible a altas concentraciones de piruvato. Esta parece ser la 

clave para regular en la mitocondria la síntesis de ácidos grasos y la 

fem1entación de ésteres de cera en condiciones anaerobias. La enzima tiene 

un centro fierro-azufre que contiene TPP. La PDHOR fue aislada y purificada 

a 30ºC por lnui ( 1990). Es una proteína homodimérica de un peso molecular 

de 309,000 Da, tiene una actividad de 0.6 µmoles/mg/min 
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El piruvato sufre una descarboxilación a acetaldehído y posteriormente se 

oxida para formar acetato y finalmente producir AcetilCoA, esto ocurre en 

levaduras y en Euglena gracilis o bien, el piruvato pasa por una 

carboxilación oxidativa directa a AcetilCoA en una sola reacción como 

sucede en mamíferos. 

Se ha reportado (Yokota y col s., 1982; lnui y col s., 1982 y 1984) en la 

mitocondria de Euglena un complejo de la PDH dependiente de lipoato, CoA 

y NAO; este complejo está ampliamente distribuído en animales, plantas y 

algunos microorganismos . Se ha demostrado la presencia de otra PDH pero, 

dependiente de NADP, metilbiológeno y FAO+ como aceptores de 

electrones. 

Citrato sintetasa. Cataliza la reacción de oxaloacetato a citrato, y se 

enccuentra localizada en la matriz mitocondrial y los glioxixomas de Euglena 

gracilis ; participa en el ciclo del glioxalato (Graves y cols., 1974~ Collins y 

Merret, 1975). Aislada y purificada, está formada de una subunidad con un 

peso molecular de 44, 000 Da similar a la de otros eucariotes. 

Aconitasa. Involucrada en la conversión de citrato a isocitrato localizada en 

la membrana interna de la mitocondrial y detectada tanto en mitocondrias 

como en partículas submitocondriales (Bégin-Heic, 1973); en mitocondrias y 
glioxisomas (Cook, 1968). 

lsocitrato Deshidrogenasa. Lleva a cabo la conversión de isocitrato a a­

cetoglutarato, se sabe que existen dos formas que son dependientes de NADP 

las cuales se encuentran localizadas en citoplasma y mitocondrias. La 

dependiente de NAO sólo se encuentra en mitocondria. En Euglena gracilis 
sólo está presente la forma dependiente de NAO. 

En mitocondrias de animales y plantas el a-cetoglutarato es convertido a 

succinato vía de la succinil CoA catalizado por la a-KGDH (Zubay, 1988). 

En E11glena gracilis no existe el complejo Succinil CoA sintetasa, esta 

enzima es substituida por la a-cetoglutarato descarboxilasa dependiente de 

TPP, que presenta una alta especificidad por su sutrato y no es inhibida en 

presencia de oxaloacetato o piruvato, su localización es en la mitocondria 

exclusivamente (Shigeoka y cols., 1976). La enzima tiene un peso molecular 
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aproximado de 248, 000 Da y está compuesta de 4 subunidades idénticas con 
un peso de 62,000 Da cada una. 

Succinato semialdehido deshidrogenasa. La forma dependiente de NADP es 
8-9 veces mayor que la dependiente de NAO, aislada y purificada tiene un 

peso molecular de 150,000 Da (Tokunaga y col s., 1976). Esta enzima forma 

parte de la "lanzadera" del GABA ya que contribuye a la asimilación de 

glutamato, que solo como fuente de carbono soporta el crecimiento de 

Euglena (Kempner y Miller, 1965). Por lo tanto, la adición de este al cultivo 
incrementa la actividad de la enzima. 

Glutamato deshidrogenasa. La forma dependiente de NADP está localizada 

en la matriz mitocondrial en mamíferos y Tetrahymena pyriformis (Smith y 

cols., 1975); la dependiente de NAO en mitocondrias y cloroplastos de 

plantas superiores (Douce, 1985) su actividad no ha sido reportada en 

Euglena gracilis, pero sí la dependiente de NADP en citosol (Chaudhary y 

cols., 1984). La oxidación es pobre sólo como glutamato, pero al añadirle 

malato aumenta considerablemente la actividad por la lanzadera del GABA, 

que une al ácido glutámico al ciclo de Krebs Esta oxidación está acoplada a 
la fosforilación produciendo P:O de 2.3-2.5 (Moreno-Sánchez y Raya, 1987) 

Es fotoestimulable y tal vez juegue un papel importante en la asimilación de 

NH4 y la fotoregulación de esta síntesis ocurre durante el desarrollo de los 

cloroplastos 

Succinato deshidrogenasa. Está localizada en la membrana interna 

mitocondrial Es inhibida en presencia de cicloheximida pero no por 
cloranfenicol lo cual sugiere que es sintetizada en el citoplasama (Davis y 

Merret, 1974). En células crecidas en G/M como fuente de carbono, el valor 
de su Km es de 1 .4 mM y de su Ymax 0.47 µmol/min/mg (Sharpless y 

Butow, 1970). 

Fumarasa Se encuentra localizada en la matriz mitocondrial, ha sido aislad 

(Tokunaga y cols., 1979) y purificada por Shibata y col s. ( 1985) consta de 

dos subunidades de 60 kDa cada una. La fumarasa que presentan las células 
de Euglena es muy lábil, se estabiliza por fierro y reactivos sulfuidrilos 

(Susuki y Tamura, 1979). Las células crecidas heterotróficamente en la 

obscuridad muestran un incremento en la actividad de la enzima al ser 

iluminadas o por la adición de etanol o malato (Buetow, 1968) 
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Malato deshidrogenasa . Cataliza la reacción de malato a oxaloacetato. Se ha 

reportado dos fonnas una mitocondrial y otra citoplasmica. La forma 

dependiente de NAD se encuentra en la matriz y está presente 

exclusivamente en animales (Zubay, 1988) y en plantas . En Euglena la forma 

dependiente de NAD ha sido aislada y purificada. La forma dependiente de 
NADP se encuentra en matriz en un 42% y un 50% en el espacio 

intermembranal ; localizada en cloroplastos de plantas superiores (Ting y 

Rocha, 1971 ). En Euglena gracilis se encuentran las dos formas y se 

localizan en mitocondria (69, 000 Da) y citoplasma (72,400 D) (Peak y cols, 

1972). Isegawa (1984), encontraron una forma en matriz y la otra en el 

espacio intermembranal, con un peso molecular aproximado 71,000 Da. 

En un cultivo de Euglena crecido heterotróficamente se encontró que en el 

citoplasma de la células existe un complejo multienzimático que consiste de 

fosfoenolpiruvato carboxi cmasa, AcetilCoA carboxilasa y malato 

deshidrogenasa, las cuales están involucradas en el metabolismo de lípidos 
(Wolpert y Emst-Fonberg, 1975). La actividad de la fosfoenolpiruvato 

carboxi cinasa mitocondrial aumenta al doble por la adición de glutamato y 

en un 50% al añadirle etanol o succinato, sugiriendo que los intermediarios 
del ciclo de Krebs regulan esta actividad. 

Lanzadera del GABA: 

En Euglena gracilis el ácido y-aminobutírico en el metabolismo del 

glutamato involucra tres enzimas: glutamato descarboxilasa, GABA-a­
cetoglutarato aminotransferasa y succinato semialdehído deshidrogenasa 

unidas al glutamato en el ciclo de Krebs. En rata la glutamato descarboxilasa 

está localizada en el citosol, las otras dos enzimas se encuentran en la 

mitocondria (Salganicoff y DeRobertis, 1965) 

En Euglena las tres enzimas se encuentran localizadas en la mitocondria 
(Tokunaga y cols ., 1979) 

Cadena Respiratoria. 

Los equivalentes reductores producidos en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos entran a la cadena de oxido-reducción localizada en la 
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membrana interna mitocondrial. En este paso de la vía de la fosforilación 

ox1dativa se completa la oxidación de los sutratos a través de 4 complejos 

enzimáticos.Estos complejos han sido aislados de mitocondrias de mamífero 

(Hatefi, 1985). 

El complejo uno o NADH-Ubiquinol oxidoreductasa se compone de 16 

subunidades y varios grupos prostéticos como flavin mononucleotidos (FMN) 

y contiene de 16 a 24 atomos de Fe no hemicos organizados en 5 a 8 centros 

Fe-S. Este complejo cataliza la transferencia de 2 electrones desde el NADH 

hasta la Ubiquinona que es una molécula pequeña que difunde en el interior 

de la membrana lipídica. El cambio de potencial generado por este complejo 

equivale a -0.42 voltios siendo suficiente para que se produzca un transporte 

de protones hacia el espacio intermembranal.(Ragan, 1978) 

El complejo dos o succinato-ubiquinol oxidoreductasa consta de cuatro 

subunidades y tiene como grupos prostéticos tres centros Fe-S, un citocromo 

de tipo by un grupo FAD. El potencial de reducción estandar generado por el 

paso de electrones desde el succinato hasta la ubiquinona es de -O 1 l 3voltios 

lo que resulta insuficiente para que se produzca Ja transferencia de protones 

de uno al otro lado de la membrana.(Hatefi, 1985) 

El complejo tres o Ubiquinol-citocromo c óxido reductasa esta compuesto 

por 1 1 subunidades y tres grupos prostéticos dos citocromos tipo b , un 

citocromo tipo c y un centro Fe-S Al igual que el complejo uno este 

complejo cataliza la expulsión de protones hacia el exterior de la mitocondria 

y genera un cambio de potencial de -O. l 43voltios. Este complejo cataliza el 

transporte de electrones desde Ja ubiquinona hasta el citocromo c A través 

de un ciclo que se conoce como el ciclo Q en el que dos protones del 

ubiquinol son expulsados hacia el exterior de la mitocondria ,mientras que 

uno de sus electrones es transferido al centro Fe/S que a su vez lo transfiere 

al citocromo c 1 y este al citocromo c. Por otro lado el radical semiquinol 

producido de la oxidación del ubiquinol dona un electron al hemo b 566 y 

este al hemo b 562 quien reduce a Ja qumona para produclf de nuevo el 

radical semiquinol que al captar dos protones de la matriz mitocondria se 

convierte nuevamente en ubiquinol.(Trumpower 1994) (Fig.3) 
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Figura 3. Ciclo Q. Transporte de electrones y protones a través del complejo be 1 
mitocondrial. Tomado de Rawn ( 1989). 

El citocromo c es oxidado por el complejo cuatro o Citocromo c oxidasa con 

Ja producción de una molécula de agua. Dicho complejo consta de 6-7 

subunidades y como grupos prostéticos tiene dos hemos tipo a, y dos atamos 

de Cu. Esta proteína funciona como bomba de protones ya que libera una 

energía equivalente a +0.46 voltios.Esta energía es suficiente para ser 

utilizada por Ja A TP sintetasa en Ja síntesis de una molécula de A TP, 

(7kcal/mol).(Revisado en Nicholls, 1987). Según la hipótesis quimiosmótica, 

los intennediarios químicos de alta energía son substituidos por una conexión 

entre procesos químicos y de transporte (Mitchell, 1975). 

Cuando los electrones de alta energía de los hidrógenos del NADH y el 

FADH son transportados a lo largo de la cadena de transporte electrónico, la 

energía liberada, cada vez que pasan de ciertas moléculas portadoras a la 

siguiente es utilizada para bombear protones a través de la membrana interna, 

desde Ja matriz hasta el espacio intennembranal. Esto crea un gradiente 

electroquímico de protones a través de Ja membrana interna mitocondriaL y el 

reflujo de protones a favor de este gradiente es utilizado a su vez para 

impulsar , a través de w1a enzima ligada a la membrana Ja A TP sintetasa, la 

conversión de ADP + Pi en A TP, completando el proceso de la fosforilación 

oxidativa. 

El ADP es llevado a la matriz mitocondrial por un sistema de transporte de 

intercambio ADP-A TP, por cada molécula de ADP introducida una molécula 
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El ADP es llevado a la matriz mitocondrial por un sistema de transporte de 

intercambio ADP-A TP, por cada molécula de ADP introducida una molécula 

de A TP es desplazada hacia fuera a favor del gradiente electroquímico. En Ja 

figura 4 se muestra la participación de los complejos respiratorios en el 

transporte de electrones desde el NADH hasta el 0 2, en Ja membrana 
mitocondrial. 

Jn1cnncmbrane spacr 

1'ADH.H~ 

Matrix 

Figura 4. Complejos enzimáticos componentes de la cadena respiratoria.(Rawn 1989) 

Citocromos 

Los citocromos son un grupo de proteínas que contienen grupos hemo los 

cuales actuan como acarreadores de un electrón . Estos grupos hemo 

contienen un atomo de Fe en el centro del anillo tetrapirrolico, el cual oscila 
entre la forma Ferrosa y Férrica durante el transporte electrónico. Existen tres 

clases principales de citocromos a,b, y c que difieren en sus cadenas laterales 

y en el grupo hemo (Fig.5). El grupo hemo del citocromo tipo b es el mismo 

encontrado en Ja hemoglobina y mioglobina ; el citocromo tipo a difiere en 

que sü grupo hemo esta sustituido en su carbono 2 por un grupo vinílico 

CH=CH2 con un alqueno poliinsaturado y porque su carbono 8 esta 

sustituido por un grupo aldehído . El citocromo tipo b en lugar de tener ambos 

grupos vinilicos tiene grupos tiometílícos. El citocromo c ha sido el más 
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estudiado de todos los citocromos y se distingue porque su grupo hemo se 
encuentra covalentemente unido a través del grupo sulfidrilo y este hemo es 
un factor importante en la estabilidad en la estructura terciaria de la proteína, 
además de ser el citocromo más conservado en la naturaleza (Rawn, 1989). 
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Figura 5. Grnpos hemo de los citocromos b a y c.(Rawn 1989) 

Las tres clases de citocromos pueden distinguirse entre ellas por diferencia en 
sus espectros de absorción En la Tabla 1 se muestran los máximos de 
absorción característicos de dichos citocromos en la zona a,así como las 
funciones que se conocen de ellos. 
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Grupos lk· Nombre y Po1;ición del pin• Caractcris11c.as 

CllOCTOll)O u(mn) 

uJ l91-607 Se enc~nln ~·n la mayoria 1.k: lns organismos eucariotes y procariotcs. St: compont: lk 7-13 "uh 

wüdadci; en Jos eucuioi.:s \.d.: 2-3 en los procariolcs. Co1lliene 2 gmpos hemo a y de 2-3 atomoi;. 

tk Cu por molúu\a 

,, Se 1..'ree qtic: es la 11.x.i<bsa h:nnlnal de algWll-c¡ bacrerias aerobicas. Sin embargo no se ha obtenido 

taui citocr<n110 a J au100.x.idable (ver baJ) 

mJ aprox.604 (pico Citocromo e o.xida.<ia obtenido de algunas bacterias (gram positivas).Este citocromo e o.xjd&.c¡a 

ckbido al hemo 1) generabncnle esta fusionado con la suhurndad IJ 

'60-,63 Se erx:ucn1ra en mi1ocon<l1Í.il y lrani;;porta elc~·1rones dciide la ubiquinona h,a.i;;!a el cilocromo d. 

Tiene 2 porlohenlQs por molécula. lJno de ellos es responsable del pico a 563 y el otra del pico a 

166. Se ohnrvo de.! tnilo~:ondriu de: coruón cJc bovino 

bl ll7-l60 Originabnente se pt:J't"O qlk' era el <lonado1 de electrones Je la n.itnlo reduct.a.sa en bac1cna.s 

desnilriJinntcs. Debido a que d tcnnino hl es confuco parece: mejor no ulilin.rlo 

b3 ll9 Se em·ucnlra en fracción nUnosomal de tejidos no fotosintéticos de plantas. Sin embargo wmo su 

función IW se ha eluicidado el nombre bJ cuece de sentido 

563 l·w1c10nil i;omo lransfcrencia el.: electrones i:n sistemas fotpsinlélicos de doroplaslos .\' alg.as \·crde 

azules. L<; equivaknk al \'i1rn;:romo b de ttulocondri11 

b7 l60 St· c1wuentra en varias cS~l·11..:s Anwn. Parece ftmcion.ar en el sistema de: o.x.ida.~a alterna 

in.<;cnsible a ciamuo en plantas 

bo E., .. la o.xida..<;.a tcnnmal lk algunas NH·lcria~ y ponozoarios. ricnc un.a molCcula de protnh<:mo \ 

Ftu1ciona como donador ekdrnni1;0 dircclo para L"Ílocromo e o.xidasa (u3.caa3. acu.baJ.baaJ .. \ 

lns tipos n1) .\ cnzima!oo Jl· huición s1milu Su pc:so molecular esta entre los 8000 y los JJOO!J 

d-thons 

F11nnom1 lomo d11nador (k .::li.:~·rroncs p.ara d c1touomo e solo se puede soluhilizar en fJfl':'i.:fü·ia 

i.k dclcrgcmci;_ Su pt;Mi mok'n1lar es de 30000 dallons 

aprox 630 Probablemcnic huKiona co1110 n.xidasa lt:munal de algunas b.acterias (y protozooarios). 5111 

cmbaryo un ha ¡.;jdi;1 purifícat.lo a.,j que su" prnpie<latks se ck:!>COnoce1L 

lxJ 63~ (pico debido E~ la 11_'\.ida.~a lenninal de alg1uia<; biiclcria.<;. tit:lk' 2 protohemos y Wl hc:mo d por mo!Ccula 

al hemo d) 

c<ll E~ la ni1rito rciliw;'ta..<;a de llllll'ha.~ bacterias dcnitrific;m.-..Tiene una molecul11 de hcnm e\ una dt-

debido al lwmo hcmo d 1 p111 molen1la 

di a lu1pH di: 

1.71 

Tabla 1. Tipos de citocromos_ sus picos de absorbencia en la zona alfa del espectro, y 
algunas otras caracteristicas o propiedades.(Yamanaka, 1992) 
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Complejos respiratorios en Euglena gracilis 

Complejo 1 

El complejo I de Eug/ena gracilis contiene flavina (FMN) unida no 

covalentemente así como 4 centros Fe-azufre (Jonnes 1988) 

Al igual que en la gran mayoría de los organismos las células de Euglena 

contienen las coenzimas NADH y F ADH intramitocondriales. En contraste 

con las mitocondrias de plantas (Moller, 1986) quienes oxidan NADH 

exógeno por una NADH deshidrogenasa insensible a rotenona localizada en 
la cara externa de la membrana interna mitocondrial. La NADH oxidasa en 

mitocondrias de Euglena gracilis es sensible a rotenona y tiene una eficiencia 

similar a la NADH deshidrogenasa que oxida el NADH producido en el ciclo 

de Krebs.(Kummel y Brinlanan, 1988).Se ha propuesto que en presencia de 
CN el NADH es oxidado por la ruta insensible a CN estimulable por AMP a 

diferencia del succinato, esta si esta acoplada a la fosforilación (P:O= 1) 

(Sharpless y Butow, 1970).La Ki para rotenona utilizando NADH como 

sustrato es de 1.15µM. En presencia de rotenona y antimicina, el CN inhibe 
el 100% del consumo de oxígeno con NADH como sustrato. 

complejo II 

La succinato deshidrogenasa cataliza la oxidación del succinato a fumarato y 
transfiere equivalentes reductores preferentemente a la ubiquinona. El alto 

potencial redox del par fumarato succinato hace insuficiente Ja contribución 

de esta enzima en la conservación de energía lo que impide el bombeo de 

protones.(Jonnes, 1988) La oxidación del susccinato se efectúa a través de la 
vía clasica y es estimulable por AMP, ADP, ATP, GMP, e IMP, pero no 

esta acoplada a la fosfonlación.Cuando se utiliza succinato como fuente de 

carbono en el medio de cultivo (Calvayrac y cols., 1970: Sharpless y Butow, 
1970)este no estimula la respiración endógena y la célula obtiene su energía a 

través de otros procesos metabólicos. El succinato también puede ser 

oxidado a través de una succinato oxidasa siempre y cuando las células de 

Euglena sean adaptadas a crecer en presencia de antimicina a. Los niveles de 
succinato deshidrogenasa se ven incrementados con la adición de Glutamato 

al medio de cultivo (Tokunaga y cols.,1976b). 
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Qui nona 

Otro de los componentes de la cadena respiratoria es la quinona. En la que se 

ha demostrado que es esencial para el flujo de electrones desde las 

tlavo'proteínas hasta el oxígeno y es requerido de sustrato para la reducción 

de los citocromos. Las quinonas estan formadas por núcleos 1,4-

benzoquinonas o naftoquinonas unidas a largas cadenas de poli isoprenoides 

La forma reducida de las quinonas acepta 4 protones para formar los 

correspondientes quinoles los cuales se forman vía los intermediarios 

semiquinona.(Jonnes, 1988). 

En Euglena gracílis existe W1a quinona con 9 cadenas isoprenoides (Q9) a 

diferencia de la mayoría de los tejidos animales y plantas que contienen una 

quinona con 1 O cadenas isoprenoides (Q 1 O).(Threlfall y Goodwin, 1968) 

También se ha encontrado Ubiquinol-8 (Fuller, 1961) siendo mayor la 

cantidad de Ubiquinol -9 en contrado en este organismo. A diferencia de E. 

coli en donde el ubiquinol-8 se encuentra en mayor cantidad y sirve como 

intermediario entre las dos oxidasas terminales La oxidación de éstas 

quinonas conduce a la formación de radicales libres, debido a esto Calvayrac 

y cols ( 1980) propusieron que la vía alterna en Euglena pudiera involucrar la 

oxidación de estos radicales ubisemiquinona con la formación del peróxido 

de hidrógeno. Sin embargo no se pudo detectar H102 durante la respiración 

por la vía alterna (Huq y Palmer 1978;Moore y Rich, 1980; Carter y Gennis 

1990). 

El continuo monitoreo de los niveles de reducción de la poza de quinonas 

durante la inhibición progresiva de la actividad de la succinato oxidasa en 

mitocondrias resistentes a CN, a revelado que el flujo de electrones por la vía 

alterna es dependiente del njvel de la poza de quinonas . La reduccion de la 

poza de quinonas se incrementa de manera no lineal con respecto a la 

velocidad de la actividad de la vía alterna en plantas (Siedow y Moore 1992) 

Complejo 111 

El complejo llJ o ubiquinol-citocromo c oxidoreductasa en Neurospora 
crassa, corazón de bovino y levadura contiene 1 O subunidades; en bacterias 

este complejo solo contiene 3 subunidades correspondientes al citocromo c 1 

y a la proteína Fe-Azufre ,cuyos grupos prosteticos son de estructura simple 
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En Eug!ena gracilis este complejo contiene alrededor de 1 O subunidades Y 

presenta un máximo de absorbancia a los 558nm a diferencia del común de 

los citocromos tipo c cuyo máximo de absorción se encuentra a 550nm. 

Las subunidades del complejo III indican que este es el único organismo que 

tiene características estructurales en sus citocromos: 

La subunidad 1 pesa 54933Da y contiene 494 a.a y presenta un 36% de 

igualdad con la subunidad 1 de Neurospora crassa. 

La subunidad Il pesa 46559Da y contiene 432 a.a. Tanto la subunidad 

como Ja subunidad 11 (core) estan localizadas en Ja cara externa de Ja 

membrana interna mitocondrial y contienen una región hidrofobica que a 

traviesa dicha membrana. 

La subunidad IV de esta enzima en Euglena corresponde 1 citocromo 

c 1 con un máximo de absorción a 561 nm, siendo diferente al de los otros 

citocromos e 1 cuyo máximo de absorción esta a los 555nm 

La subunidad IX es particular en Euglena gracilis ya que no presenta 

similitud con la subunidad 9 de levadura y bovino. Su perfil de hidropatía 

indica que tiene una región hidrofóbica de 36 residuos y es suficiente para 

atravesar la membrana una vez y una región carboxi terminal hidroftlica de 57 

a 70 residuos la cual es rica en aminoácidos ácidos con 4 cargas netas 

negativas. Interesantemente estas características estructurales también se 

encuentran en las subunidades 7 y 11 del complejo IIJ de bovino, cada una de 

las cuales a traviesa la membrana y tiene una región carboxitenninal 

hidrofílica.(Cui y cols, 1994). 

En Euglena gracilis crecida en presencia de luz se han encontrado las clases 

de citocromos comunes a otros tipos de células eucariotes como el citocromo 

c del cual se han descrito dos tipos (el primero tiene un pico máximo de 

absorción a 552nrn y el otro a 556nm). Su potencial de oxidoreducción es de 

+ 31 Omv lo que resulta más alto que lo reportado para el citocromo c oxidasa 

en plantas y animales y tiene un peso molecular de 32 KDa (Nishimura , 

l 956;Mukai y cols, 1992) y el citocromo b (con un pico máximo de 

absorción a 561 nm), con un peso de 37 kDa (Tokunaga y cols., l 976;Mukai y 

cols , 1988). Por otro lado las células crecidas en ausencia de luz presentan un 
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hemo del tipo a (cuya máxima de absorción esta a 605nm) (Gross y Wolken. 
l 960;Smillie, 1963). 

citocromo c 

El citocromo c de Euglena gracilís es el único en el que 14 cisteínas fonnan 

parte de puentes disulfuro interno y este grupo hemo esta unido 

covalentemente a la cadena polipeptídica por dos puentes que involucran a la 

cisteína 14 y a la cisteína 17. Este enlace covalente es muy importante para la 

estabilidad de la proteína nativa, ya que a pH neutro y a 25ºC esta proteína 

estaría doblada en una fonna irregular (Brems y Stellwagen, 1983). 

Pettigrew ( 1973) detenninó la secuencia de aminoácidos del citocromo c de 

Euglena gracilis y encuentra homología con el citocromo c de algunas líneas 

de Eucariotes pero diverge considerablemente con respecto al citocromo de 

ciertas líneas de Eucariotes. Por otro lado la secuencias de aminoácidos del 

citocromo c de Eug/ena gracilis es similar a la de las bacterias Gram 
negativas particularmente de las Rhodopirillaceae (Amber y cols., 1991) 

Pettigrew ( 1973) reporta por primera vez la secuencia de aminoácidos de la 
ferredoxina de Euglenidos. Eug/ena gracilis presenta una homología del 52 

al 53% con plantas, animales y hongos (Baba y cols, 1981) y de un 40 a un 

44% con algas de Enteromorpha intesta/is (Meatiard y Boulter, 1974). 

El sitio de unión del hemo al citocromo c de Euglena gracilis presenta un 

solo residuo de cisteína (Mukai y cols., 1992). El citocromo c-552 de Euglena 
ha sido purificado. El pico a 552 es asimétrico y difiere del citocromo de 

algas y del citocromo f de plantas Tiene alto contenido de triptofano ya que 

el pico cerca de los 280 nm tiene un hombro muy ancho, su potencial medio 
de reducción es constante entre pH 5 5 y 8.1 y baja a pH mayores. Tiene un 
peso molecular de 17400 Da determinado por cromatografía. El grupo 

prostético de este citocromo contiene un anillo porfírínico similar al del 

citocromo c de mamífiero. Tiene una gran cantidad de aminoácidos neutros 

en comparación con la de otros citocromos. Este citocromo es reducido por 
ácido ascórbico y se reduce dificilmente por ferricianuro. Al igual que el 

citocromo c de mamífero, este citocromo resiste a hervirlo 5 min así como a 

pH extremos ( 1 .5-12) (Perini y cols., 1964). 
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El citocromo c-552 presente en cloroplastos al igual que el de bacterias, algas 

y plantas superiores, tiene un alto potencial medio (370mv) así como un 

punto isoelectrico ácido, por lo que algunos autores han sugerido una relación 

estrecha entre este citocromo de Euglena y los citocromos c de dichos 

organismos; por otro lado el citocromo c de Euglena tiene una banda alfa 

simétrica lo que lo hace más parecido al citocromo tipo c2 de la bacteria 

fotosintética Rhodospirillwn rubrum. (Nishimura 1959;Perini y cols., 1964).EI 

citocromo c-558 (556nm) a diferencia del que se encuentra en mamíferos es 

autooxidable por aire y su pico de absorción es asimétrico(presentando un 

pico a los 558nm y un hombro a los 555nm y se encuentra en mitocondrias . 

Este citocromo es atípico debido a la presencia de los dos máximos de 

absorción. Este citocromo ha sido parcialmente purificado (Perinia y 

cols., 1964) y es importante mencionar que la banda a los 558 nm aparece en 

espectros a temperatura ambiente y las bandas a los 556 así como a los 555 y 

549 nm aparecen cuando se utiliza temperatura a nitrógeno líquido, por lo 

que se le dió el nombre de citocromo c-558-556 (Calvayrac 1973). Collins 

(1975) encontro que el citocromo 558 es empleado como un donador de 

electrones con una actividad importante Este citocromo es reducido por 

ácido ascórbico con un potencial medio de reducción de + 31 O m V similar al 

de mamíferos y un peso molecular de 27000 Da, no se combina con CO pero 

se oxida al agitar en aire . Es aún más estable que el citocromo c 552. Este 

citocromo esta unido covalentemente a la enzima, pero no a através de un 

enlace tioeter (Perini y cols ., 1964). Este citocromo es una proteína altamente 

conservada en la naturaleza por lo que es útil para estudiar relaciones 

filogenéticas entre organismos. En Euglenas crecidas en la obscuridad y con 

glucosa o con peptona se caracterizó el citocromo c y se encontró que tiene 

un peso molecular de 1 2600 Da. 

Las mitocondrias de Euglena presentan la misma cantidad de citocromo c que 

de citocromo a este último presenta un pico máximo de absorción a 605nm y 

también es autooxidable . La cisteína 14 se considera necesaria para la unión 

del grupo hemo y la tirosina 67 pudiera estar involucrada en el transporte de 

electrones hacia el grupo hemo (Copertino y Hallic, 1991 ). El citocromo c en 

Euglena gracilis sufre modificaciones postraducionales a través de una 2-

metyl transferasa cuya actividad máxima es a pH7, y son únicas para este 

organismo metilan restos de metionina y arginina (Faruoquis y cols ., 1984). 

La concentración de citocromo c es mucho más baja que la encontrada en 

Sacharomices cereviseae. 
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citocromo b 

Euglena gracihs presenta 3 tipos de citocromos b detectados a temperatura 

de nitrógeno líquido (cuyos máximos de absorbancia son 558,561 y 565nm), 

esta complejidad en citocromos de tipo b hace a este organismo más similar a 

plantas superiores que a mamíferos (Sharpless y Butow, 1970; Yokota y 

col s. , 1978;Douce 1985). El citocromo 561 se encuentra tanto en cloroplastos 

como en mitocondrias (Perini y col , 1964). La respiración insensible a CN 

inducida por antimicina a no puede ser atribuíble a Ja deficiencia del 

citocromo tipo b además se ha observado que este citocromo puede ser 

oxidado en presencia de CN lo que sugiere que esta vía insensible a CN 

oxidando succinato prodría ser relacionada con la vía de transporte de 

electrones a través del citocromo b. En este respecto el citocromo b podría 

funcionar de la misma manera que el citocromo b3 presente en microsomas 
de raíces de trigo descrita por Martin y Morton ( 1990) (Raison y Smillie, 

1969). 

Complejo IV 

Los picos a 605 y 442 se atribuyen al citocromo a y están presentes en 
mutantes de Euglena graci/is sin plástidos, así como en células crecidas en la 

obscuridad. La banda a los 595 y 605nm parece corresponder a un citocromo 

del tipo aa3 y se encuentra en mitocondrias (Perini y cols ., 1964). La 

actividad de la citocromo c oxidasa es baja en Euglena gracilis o ausente en 

Astasia longa y la respiración célular de Euglena gracilis es inhibida solo 
parcialmente por altas concentraciones de CO.(Raison y Simillie, 1969). 

Bronstrup y Hachtel ( 1989) purificaron la citocromo c oxidasa de Euglena 
gracilis Ja cual es diferente a otras citocromo c oxidasas de eucariotes en 
número de subunidades, propiedades cinéticas y especificidad para sustrato. 

Consta de 15 subunidades (la 1,11 y 111 son sintetizadas en la mitocondria), es 

la más compleja aislada hasta la fecha. Tiene un peso molecular de 320 kDa, 

lo cual es debido al bajo contenido de hemo a (6 nm/mg) en la enzima de este 

organismo. Respecto al número de sitios activos en la enzima, presenta una 

cinética bifásica, lo que puede interpretarse como dos sitios catalíticos o un 

sitio catalítico y uno regulador. Con citocromo e 558 la cinética es 

monofásica, con una Km de 1 µM (baja afinidad como otras oxidasas de 
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eucariotes). Un aspecto importante de la citocromo c oxidasa involucra el 

número de sitios catalíticos en la enzima con diferentes afinidades para el 

citocromo c mitocondrial. Algunos han sugerido que existe solo un sitio 
catalítico por monómero de enzima. Estos autores asumen que 
concentraciones crecientes de citocromo c así como de otros iones 
polivalentes pueden bajar la afinidad para el citocromo c, probablemente 

debido a cambios conformacionales en el dominio de unión, ellos consideran 
que una Km mayor en las oxidasas de mamífero, es más fisiológica ya que 
predomina en condiciones de alta fuerza iónica. La cinética monofásica para 

el citocromo 558 indica que solo hay un sitio activo en la citocromo c oxidasa 

de Euglena. 

El polipeptido 1 ( 42KD) probablemente corresponde a la subunidad 1 del 
complejo de mamíferos. El Polipeptido II (33KD) difiere ligeramente del 

peso molecular de la subunidad II de animales superiores.El polipeptido III 

(32KD) es similar a la subunidad III.Se pueden detectar dos tipos de 
citocromos tipo a en Euglena.Su espectro de absorción en la región del soret 
(a-607 y a-593) sugiere que son análogos de los citocromos a y a3 de 

mamíferos 

La presencia de una oxidasa terminal insensible a CN en Euglena ha sido 
descrita por diversos autores. Esta oxidasa debe ser la causa en la variación 

en la actividad respiratoria encontrada en la mitocondria o en la respiración 
de sustratos y el origen de la célula (Calvayrac, 1978). 

Altas concentraciones de citocromo c de Euglena reacciona con la citocromo 
oxidasa de mamífero alcanzando la misma velocidad máxima que el 
citocromo c de mamífero o levadura, pero es menos afín que estos dos 
citocromos. Por otro lado, el citocromo c de caballo no reacciona con la 
citocromo c oxidasa de Euglena (Pettigrew, 1987) de tal manera que existen 
grandes diferencias entre las citocromo c oxidasas de protozoarios y 

mamíferos. 
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oxidasa alterna 

Eug!ena graci!is presenta oxidasa alterna la cual es insensible a antimicina a 

y a CN (Sharpless y Butow, 1970; Calvayrac y cols., 1978) al igual que en 

fungi y levadura en donde la cadena se ramifica al nivel de la ubiquinona. En 

0 2 la respiración resistente a CN es inducida por inhibidores del complejo 

III así como por compuestos sulfurados (Minagawa y cols., 1990). Con la 

inducción de respiración resistente a CN en Eug!ena gracilis aparece en la 

mitocondria una proteína de 36KD lo que sugiere fuertemente que esta es la 

oxidasa alterna (Sakajo y col s., 1991 ).La producción de esta proteína requiere 

de oxígeno por lo que se ha sugerido que una especie reactiva derivada del 

oxígeno esta involucrada en la inducción de esta proteína (Minagawa y 

Y oshimoto, 1987).Agentes quelantes de radicales libres y agentes 

antioxidantes inhiben la inducción por antimicina A de respiración resistente 

a CN y también disminuyen la producción de la proteína de 36KD 

(Minagawa y cols., 1992). Algunos piensan (Khan 1974) que Ja inducción de 

resistencia a inhibidores puede ser debida a una modificación en la membrana 

mitocondnal (la cual se hace impermeable a efectores hidrofóbicos) o a la 

utilización de una vía alterna. Sin embargo no existen pruebas para proponer 

un cambio en la permeabilidad de la membrana ya que estos autores no 

pudieron compara el efecto del CCCP en su preparación mitocondrial por no 

estar acopladas. 

Vías alternas de transporte electrónico 

La respiración en tejidos de mamíferos es extremadamente sensible a cianuro, 

en contraste con los tejidos de plantas que presentan una respiración 

resistente a este inhibidor; u otros como azida, monoxido de carbono; a 

concentraciones suficientes para inhibir completamente a Ja citocromo c 

oxidasa (S1edow, 1991; Douce, 1985). Este tipo de vía alterna se ha 

encontrado en ciertos tipos de organismos por ejemplo en protistas como 

Trypanosomas y Euglenidos, en hongos como Neurospora crassa y 

Hansen11/a anomala, en algas verdes como Chlamydomonas (Moore y 

Siedow, 1991 ); en plantas como Arum maculatum y en bacterias como 

Rhodobacter spheroides, Escherichia co!i y Baci!lus subtilis entre otros. 

La presencia de una oxidasa alterna depende de la fuente de carbono o puede 

ser inducida por la presencia de un inhibidor.(Sharpless y Butow 1970).La 
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presencia de antimicina en el medio de cultivo confiere resistencia de la 

respiración tanto a este inhibidor como a CN. Sin embargo la presencia de la 

cadena alterna se induce más rápidamente, si se crecen las células en 

presencia de CN (Benichou y cols., 1988). También se ha encontrado que ésta 

cadena es inducida por altas concentraciones de carbohidratos, por la 

presencia de etileno, por los niveles de ácido salicílico, así como a bajas 

temperatura en plantas(Meeuse, 1975; Laties, 1982; Moore y Siedow, 1991 ). 

Las bajas temperaturas causan el incremento en la actividad en la vía alterna. 

Las plantas del ártico tienen un particular incremento en la actividad de esta 

vía. El más dramático ejemplo se presenta en estructuras reproductoras de 

plantas termogénicas. La regulación de la temperatura basada en la activación 

de la vía alterna ocurre en las influorescencias (Arnm maculatum, 

Simphocarpus foetidus y Sauromatum guttatum) (Arie y cols., 1991) 

Se ha sugerido que esta vía podría tener una función regulatoria en los casos 

cuando hay un sobre flujo de electrones a través de la vía clásica estando esta 

saturada o limitada. Esta regulación evitaría un colapso en el potencial 

transmembranal así como la inhibición de algunas de las enzimas del ciclo de 

Krebs por una elevación de los niveles del ATP y del NADH.(Lambers, 

1982: Moore y Siedow, 1991 ). 

De acuerdo con algunos autores la vía alterna de transporte de electrones 

empieza a funcionar solo cuando las vías de citocromos esten saturados, las 

quinonas reducidas y el ADP a niveles bajos (Day y cols., 1980) La 

respiración insensible a CN permitiría entonces la reducción del NADH y 

mantendría activo el ciclo de Krebs y por tanto llevaría a la producción de 

111tcm1ediarios metabolicos cuando la vía de citocromo se encuentre 

estimulada por la disponibilidad de ADP. (Moore y Rich, 1980) 

Esta vía funciona ramificando la vía de respiración a nivel de la ubiquinona y 

donando electrones directamente al oxígeno para formar agua aparentemente 

en un solo paso de cuatro electrones.(Siedmv y Moore, 1993). Se ha 

demostrado que en la mayoría de los casos las oxidasas terminales funcionan 

como bombas de protones, excepto en plantas, debido a esto en estos 

organismos la transferencia de energía es pobre y el calor producido se utiliza 

por e.iemplo para la destilación de sustancias que atraen insectos.(Palmer, 

1979)(ver apéndice III). Se ha visto que la subu111dad l de las oxidasas 
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tenninales en bacterias es la responsable del bombeo de protones (de Gier y 

cols, 1994~ Raitio y cols. 1994)(ver apéndice III). 

Clasificación de las oxidasas tenninales 

Según Gennis ( 1992) las oxidasas alternas tienen tres características 

principales con respecto a su adaptabilidad y diversidad: 

1- La síntesis o más correctamente la capacidad de detectar oxidasas 

esta sujeta a una regulación dramática en respuesta a las condiciones 

ambientales prevalecientes 

11- Algunas oxidasas son multifuncionales lo que se puede demostrar 

por que utilizan aceptares de electrones además de o en lugar de oxígeno, y 
también por que pueden funcionar como proteínas almacenadoras de oxígeno. 

IIJ- Aún en condiciones ambientales controladas y constantes más de 

un tipo de oxidasa pueden estar presentes y funcionando cada una de ellas en 

un punto de ramificación de la cadena respiratoria 

Todas las oxidasas tenninales a pesar de sus diferencias en sustrato (Quino! o 

Citocromo c), afinidad por oxígeno y tipo de hemo, así como por 

composición de metales, estan relacionadas cercanamente como miembros de 

una superfamilia llamada superfamilia de las oxidasas hemo-cobre. 

Las quino! oxidasas actúan como oxidasas tenninales siendo aceptares finales 

de electrones transfiriendo 4 electrones y tienen un potencial redox de Om V 

mientras que las citocromos c oxidasa tienen un potencial medio de alrededor 

de 250m V. La quino! oxidasa mejor estudiada es el citocromo bo de E.coli la 

cual comparte las mismas propiedades funcionales que la citocromo c 

oxidasa Matsushita y cols ( 1984) caracterizaron el mecanismo de generación 

del ~\ji por la citocromo o oxidasa de Escherichia coli, quienes encontraron 

que el número de electrones transportados a través del citocromo o es 

sufuciente para generar un ~\ji y un ~pH, sin embargo no se produce un 

transporte neto de H+ a través de esta proteína. Lo anterior no entra en 

contradicción con Mitchel ( 1975) debido a que el número de protones 

transportados no excede del número predicho por la ecuación del potencial 

electroquímico. 
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Existen evidencias estructurales e inmunológicas que apoyan la idea de que 

las oxidasas bacterianas y mitocondriales evolucionaron continuamente, ya 

que Ja subunidad 1 y II de las enzimas bacterianas son similares a dos o tres 

subunidades sintetizadas en las mitocondrias de Eucariotes. La diferencia en 

composición de aminoácidos entre las enzimas bacterianas y de Eucariotes 

con respecto a Ja subunidad 11 es probablemente reponsable de Ja variación 

en la eficacia de Ja.interación con el citocromo c. 

El papel de las otras subunidades en las oxidasas de Eucariotes no esta claro 

pero probablemente tengan una función regulatoria y tienen que ver con la 

unión del citocromo c a Ja oxidasa, así como dar origen algunos iones en la 

estequiometría H+/e- o bien Ja Km para 02 puede ser regulada cinéticamente 

ajustando Jos niveles de una oxidasa terminal determinada en respuesta a 

condiciones ambientales y en la regulación de Ja termogénesis. (Gennis y 

cols., 1992) 

La citocromo c oxidasa de bovino se compone de 13 subunidades, solo tres 

de las cuales (1,11,III) son sintetizadas en la mitocondria en donde la 

subunidad 1 es la más altamente conservada y contiene 12 cruces 

transmembranales. 

Las oxidasas que contienen una subunidad homologa a la subunidad 1 de la 

citocromo oxidasa de mamíferos pertenecen a la familia hemo-cobre. Esta 

subunidad contiene un centro único bimetálico donde el oxígeno se une para 

ser reducido hasta agua. Este centro bimetálico también conocido como 

centro binuclear, consta de un grupo hemo (Ligado a un solo residuo de 
histidina, y tiene un sitio de cordinación libre para unir al oxígeno) y un 

cobre, llamado Cub. Este átomo de Cu se encuentra a 5A de distancia del Fe 

del grupo hemo. Además de este Fe hérnico Ja subunidad 1, contiene un 

segundo grupo hérnico que no forma parte del centro binuclear el cual esta 

ligado a dos residuos de histidina y la función de este segundo centro parece 

ser la de transferir electrones hacia el centro binuclear.(Brown y cols., 

l 993;Hoster y cols., 1993). Además de presentar ligaduras hacia el hemo a y 

Jos centros binucleares hemo aa3 y Cub, presentandose dos espacios 

transmemhranales y un gran dominio hidrofilico al cual se une el Cua y el 

cytocromo c como se observa en la figura 7. 
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Figura 7.-La union del la subunidad 11 con la subunidad l a partir de sus átomos de 

Cu en la citocromo c oxidasa tomado de Sarastre ( 1990) 

Los 3 tipos de hemos presentes en la subunidad 1 son hemo B, hemo O y el 

Hemo A (Fig.8). El hemo tipo O difiere del tipo B por que tiene un grupo 
hidroximetil famesil adicional. Ambos citocromos tienen propiedades 
espectrales de absorción que les confieren su color rojo característico. El 
hemo tipo A tiene un grupo formilo en lugar de un grupo metilo de los 
citocromos B y O esto le confiere un espectro de absorción diferente dandole 
a la proteína un color verde.(Wu y cols., 1992) 
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Figura 8. Estructura de los grupos hemos tipo B, O y A y su biosú1tesis.(Wu 
y cols., 1992) 

Existen cinco subclases de oxidasas hemo-cobre; tres de ellas son citocromo 
c oxidasa y dos son quino) oxidasa (Trumpower y Gennis, 1994).(Fig.9) 
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Figura 9. Esquemas de las cadenas respiratorias en E. coli (A) y R. spheroides (B). Quinol 
y citocromo oxidasas.(Trumpower y Gennis., 1994). 

Todas las citocromos c oxidasas contienen una variante de subunidad II que 

contiene un segundo centro redox con cobre llamado CuA el cual es el 

aceptar inicial de electrones del citocromo c y transfiere sus electrones al 

sitio bimetálico. (Lodder y van Gelder, 1994). El sitio de unión al centro 

bimetálico esta compuesto por dos cisteínas y dos histidinas provenientes de 

Ja subunidad 11 y subunidad I respectivamente. Por el contrario la subunidad 

Ill no contiene centros redox y no parece ser esencial para Ja actividad de la 

enzima.(Taanman y Capaldi 1994) La variación observada entre las oxidasas 
de la familia hemo-cobre radica en que tienen diferentes combinaciones de 

los hemo tipo a,o,c y b asociados a Ja subunidad I y son encontradas tanto en 

quino) oxidasas como en citocromos c oxidasas(Tabla 2).Por ejemplo 
Escherichia coli presenta dos tipos de oxidasas alternas (Kranz y 

Gennis, 1985) una con un hemo del tipo B asociada al hemo del tipo O (el 

mas ampliamente distribuído en las citocromo oxidasa de las bacterias) 

forn1ando la citocromo oxidasa bo (Brown y cols., 1994; Chepuri y 

cols , 1990). La oxidasa alterna tipo o de E. coli ha sido purificada y es capaz 

de generar un gradiente cuando se reconstituye en liposomas (Moore y 

Pettigrew, 1990), tiene 4 subunidades que catalizan Ja oxidación de quinol-8 

por dos electrones, así como Ja reducción de oxígeno molecular por 4 

electrones. La enzima contiene un hemo de bajo spín y uno de alto spín, el de 
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alto espin está acoplado a Cu formando un centro binuclear Hemo/cobre, 
además de contener dos hemos tipo b (protohemo IX) (Salemo y cols., 
1989). Estos datos sugieren que la oxidasa o de E. coli es similar a la 
citocromo e oxidasa de procariotes y eucariotes que contienen hemo a, ya 
que esta oxidasa también funciona como bomba de protones y los centros 
catalíticos incluyen 6 hemos coordinados y un centro binuclear hemo/cobre 
donde el 02 se reduce a agua. Las secuencias deducidas de las subunidades 
del citocromo o están relacionadas con las subunidades I,II y lil de citocromo 
c oxidasa, lo que define una nueva superfamilia de oxidasas que utilizan 
ubiquinol o citocromo c pero comparten similitudes estructurales (Chepuri y 

cols., 1990). Los grupos de organismos que requieren del citocromo O son 
las bacterias que requieren hemo,amonio, H2 y las bacterias que oxidan 
sulfuro. Numerosos reportes de estudios en bacterias tienden a confirmar que 
este tipo de citocromos (asociado a CO) presentan máximos de absorción a 
410 y a 42lnm 

Este citocromo oxidasa presenta de 2 a 4 subunidades dependiendo de la 
especie y se puede identificar por su capácidad de reaccionar con CO Los 
espectros de preparaciones reducidas en presencia de CO muestran señales 
típicas con un pico a 417nm y valles a 430 y 560 nm. 

El citocromo o de bacterias genera un gradiente de H+ a través de reacciones 
que consumen y liberan protones en ambos lados de Ja membrana 
plasmática.(Poole 1984; Matsushita, 1984). 

Otro ejemplo de combinaciones de distintos tipos de hemo es en el que 
participa un hemo de tipo d (Poole y cols., 1985) y dos hemos de tipo Bs (El 
cual es un hemo b pero en lugar de un anillo pirrolico presenta un anillo 

clórico), citocromo bd y posiblemente un citocromo a1.Este citocromo fué 
descubierto en 1928 en E., coli y es muy común en bacterias gram-negativas. 
Dependiendo del organismo este tipo de citocromo presenta maximos de 
absorción entre 647 y 652nm por ejemplo en Azobacter aparece un pico a los 

632nm el cual es reducido por CO y en presencia de CN este pico reaparece 
(632nrri).En Azobacter vínelandi a través de una detallada reparación se han 
podido revelar cuatro componentes con picos a 635,648,670 y 585nm por lo 
que se dice que estan involucrados hemos del tipo b,a 1 y d (Poole, 1983) 
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El citocromo d se puede encontrar en bacterias gram-heterotróficas. se puede 

expresar en condiciones de anoxia en presencia de CN y de limitación de Cu 
(Ingle y Pool, 1984).Presenta lll1a Km para oxígeno entre 0.02 y O 39µM lo 

que distingue a este citocromo como la oxidasa bacteriana con mayor 

afinidad por oxígeno. 

El citocromo ba3 en donde la enzima del citocromo aa3 es sustituída por un 

citocromo b se encuentra en Thermus thermophilus. Los análogos como el 

citocromo ba de Acetobacter aceti es una quino] oxidasa; el citocromo caO 

contiene tres diferentes hemos y se ha aislado de Alkadophilic bacillus. Este 

tipo de oxidasas pertenecen al grupo de quino) oxidasas al igual que el 

citocromo bb3 presente en Paracoccus denitrificans, y todas las demás 

oxidasas terminales pertenecen al grupo citocromo c oxidasas. 

Paracoccus denitrificans presenta lll1 citocromo con máximos de absorción a 

564 y 609 nm, esta quino! oxidasa purificada puede ser reducida por CN- y 

es por estas 2 razones que se identificó inicialmente como bo, sin embargo se 

ha descrito que este pico se mueve en el espectro de absorción con la 
fonnación del compejo con CO y es más correctamenta identificado como del 

tipo ba3 Espectros de reducido menos oxidado muestran 2 picos a 560 y 604 

nrn en donde se separa el pico de 560 al agregar piridinhemocromógeno 
generandose un pico a los 441 nm lo que indica la presencia el hemo a3 y con 

la purificación de la quino! oxidasa se obtuvo lll1a proteína de alto espín (a3) 

sensible a monoxido de carbono. Esa proteína también contiene una proteína 

de bajo espín ( cit b) hemoporfirina IX genuina. Lo que resulta en una oxidasa 

alterna de tipo ba3. Se cree además que era o debido a que este citocromo es 
una quino) oxidasa y la quino) oxidasa mejor caracterizada es la bo de E. coli 

(Oliver-Mathias y cols., 1994; Kranz y Gennis, 1985; Fukaya y cols , 1993) 

Otras combinaciones se pueden dar entre los mismos hemos por ejemplo 
Paracoccus denitrificans posee una oxidasa que contiene dos hemos de tipo 

B ( citrocromo oxidasa bb3)y puede ser una quino) oxídasa y otra oxidasa que 

contiene dos grupos hemos del tipo A ( citrocromo oxidas a aa3 ),presente 

también en mamíferos de hecho este citocromo es el utilizado como es tan dar 

para las citocromos e oxidasas pero podría ser una quino! oxidasa en 
S111folob11s ácido/arios y Bacillus subtilis. 
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de Dotuwlo1 &;: Hetno de b~o Hemo de lllo Heino e de la CDA de la Bonbco rle ComeiitariU1> 

splo de la s¡:U de la sannidad 11 i:.ubaiúdlld D proton~ 

"'" Quino! o No No 

b&3 B A No No No 

BaóOus suhtilis H'?3 Men11quinol A A No 

ElaoD11.•Mt1J1sU'/f\/I A A N!J 

A A No Nll Secuencia de 1:.. !!-Ubuni<bd 1 

(COA.A) 

hoJ Qninoi o No No 

Paracvcnu Jen11nfiton.• .. , A A No 

subuntdad 1 (ct&IH) 

baJ.'l:ibJ Quino! BiA No No 

Rhodahacrer C'ap.'flllotus cbbJ 2o3 No ND No contiene subunidad~ 11 y lll 

Rhodoharler :rphero1tie.• CbbJ No N!J No contio:u~ subunidad ll y lll 

A No Si 

S1Jfolol>1t.< Oc1do<a1tianw Caldlmdh1 A No NO ND Sox C '-" "'' bomolo~u ik d 

qwnol t:irocmnm d 

A A 

IC'4llil/ 

.... A No N!J 

4ee1rJ.arter m<>thanobcu~ Lytt Nd 0{7) NJJ Nll 

Qu:inol O{?) No NJJ NJJ 

oo· NJJ ND 0{?) Nll Nll 

Ranl/1un.•""11.< A A No Nll NU E' probablem .... 11k una <Jlllno 

Cy1c A A Si Nll Nll 

llradyrhizobiumjapomcum 'Ob.T Nll Nll N!J Nll NJJ Nll I:.~ p1obcthlt.!IH<.11k una qu.inol 

L"y1 e Nll ND No NJJ N!J 

khi7.obi11m mdiloti Nll ND ND ND NO ND S;:crC;:! que u. dcl tipo chio_;, 

.. , Cytc A A ND ND Contiene 3 sulmnidad'°" 

Tabla 2. Oxidasas tenninales en distintas especies de organismos y hemos presentes en 
cada wrn de ellas.Tomado de García-Horsman y cols.(1994). 
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l. C)·tochromc e Oxidases 

ª":! b"3 caa3 cao .. 
P I · ·¡¡ 7. ¡ ¡ ·¡ R b ·¡ · Alkaloph1hc . '('111/fl l(llllS . I 1ennop 11 liS . Sll 11 IS b ·11 

· ac1 u.· 

11. Quinol Oxidases 

1DJ1ro aJ 
bo ba ü_J 

E. co/i A. aceti 5.acidoca/darius 

Figura 10.-Ejemplos de citocromos e oxidasas y de quino) oxidasas tomado de 

Geruiis ( 1991 ). 

El citocromo caa3 donde se encuentra el hemo c pegado al aa3 ha sido 
encontrado en bacilos y Thermus thermophilus . Uno de los grupo hemo en 
estas combinaciones tiene un bajo spin y el otro grupo hemo es de alto spin, 
es decir que uno de ellos requiere de más electrones para reducirse a 
comparación del otro .(Fig. 9) (Zimmermann y cols , 1988; Matsushita y col s., 

l 992;Puustinen y cols , 1982: Saraste, 1990; Chepuri y cols J 990;Hill y cols., 
1990; Power y col s., 1994: Umbach y cols., 1994; Thomas y 

col s., l 993;Salemo y cols., l 989;Lubben y cols., 1994). 

La citocromo oxidasa mitocondrial y las oxidasas terminales de Paraccocus 
denitrificans y Therrnus tem10philus catalizan Ja transferencia de electrones 

y el transporte de protones sin tener acarreador de proton (Solaz y Carafoli , 
1982). 

En Euglena gracilis se ha encontrado que algún tipo de estas oxidasas se 
expresa de manera constitutiva pero sus niveles dependen de Ja fuente de 
carbono o de Ja inducción por medio de un inhibidor.En nuestro laboratorio 

hemos observado que en la mitocondrias de células crecidas en diferentes 
medios de cultivo (Peptona, Glutamato/Malato, y especialmente en Etanol) 

no existe efecto estimulatorio por AMP, esta idea es apoyada por el hecho de 
que la oxidación de NADH exógeno puede ocurrir por la vía resistente a 
cianuro, y no es estimulada por AMP.(Uribe y Moreno-Sánchez, 1992). 
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Oxidación de sustratos en mitocondrias de Euglena. 

Euglena gracilis oxida D- y L-lactato a muy altas velocidades, por la lactato 
deshidrogenasa (Price y Vallee, 1962; Calvayrac y cols. 1978). por una vía 
alterna que se conecta en la ubiquinona (Uribe y Moreno-Sánchez, 1992), la 

cual también es capaz de mandar los electrones al resto de la vía clásica.La 
oxidación del lactato esta acoplada a dos sitios de fosforilación, un sitio 
acoplado a la cadena que va de citocromo aa3 hasta el oxígeno y el segundo 
sitio con un flujo de electrones desde el citocromo b hasta el citocromo c. De 
acuerdo con el decubrimiento de Rutner y Price (1964) los electrones desde 
el O-Lactato entran principalmente a la cadena de transporte de electrones de 
Euglena al nivel de la ubiquinona. 

Existe un lactato deshidrogenasa en algas verdes y en pocas algas rastreras 
pero pudiera ser detectada también en tejido verde de plantas 
superiores.Calvayrac encontró que la respiración por lactato es muy elevada 
(4.4µM de 02/hora/mg de proteína) en presencia de este sustrato, comparada 
con la respiración en presencia de succinato (2µM de 02/hora/mg de 
proteína) Se ha sugerido la presencia de una lactato deshidrogenasa_ Esta 
lactato deshidrogenasa en animales y plantas superiores es inhibida por A TP 
mientras que la reducción del piruvato es inhibida un 60%. (Rawn, 1989; 
Nicholls, 1985) 

En Eug/ena graci/is el lactato también es metabolizado a través de una vía 

que transforma lactato a paramilo por una fosfoenol piruvato carboxicinasa 
dependiente de GTP comparable con la que es característica de células 

hepáticas ; es por esto que la Euglena se ha utilizado como modelo hepatico 
para estudios farmacológicos 

Los más potentes inhibidores de la lactato deshidrogenasa que se parecen a 
su sustrato son el oxamato (competitivo para piruvato) y oxaloacetato 

(competitivo para lactato). El inhibidor más potente de esta enzima es el 

aducto. reducido del compuesto piruvato-NADH (Everse y Kaplan, 1973). 
Uribe y Moreno-Sánchez ( 1992) encontraron que el mixotiazol y el HQNO 

inhibidores del citocromo b en mitocondrias de mamífero bloquean la 

oxidación del lactato y del glutamato+malato. 
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El NADH exógeno también es oxidado por este organismo solo que entra por 
el complejo 1 dando sus electrones al resto de Ja vía clásica aunque también 
puede mandarlos por la vía altema.(Buetow y Buchanan, 1965; Sharpless y 
Butow, l 970a; Khan, 1974; Collins y cols., 1975; Datta y Khan, 1977; 
Moller, 1986).En Euglena gracilis la oxidación de NADH es sensible a 
antimicina pero solo parcialmente inhibida por CN lo que apoya la idea de 
que >NADH es oxidado por una vía alterna. (Kummel y Brinkman 
1988;Sharpless y Butow, 1970).Así mismo el succinato que es oxidado por el 
complejo 11 (Succinato deshidrogenasa) dona electrones a alguna de las dos 
vías siempre y cuando una de ellas se encuentre bloqueada.En el siguiente 
esquema se muestra Ja secuencia del transporte de electrones y el efecto de 
inhibidores propuesta en este laboratorio. 

La.ato 

l::~p~• 

CN 

Figura 11. Secuencia de transporte de electrones en presencia de diferentes inlúbidores y 
sustratos propuesta en nuestro laboratorio en el protista Euglena gracilís. 

La respiración en Euglena gracilis es estimulada por Etanol este substrato 
podría entrar al ciclo del acído cítrico o estimular la síntesis de ácidos grasos 
(Buetow, 1961). Ya que las vías del metabolismo del etanol en Euglena 
graci/is no se conocen completamente, Julistiono y Brian (1992) trataron de 
caracterizar las dos vías de la alcohol deshidrogenasa así como la del sistema 
de oxidación del etanol mi crosomal. 
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En Euglena gracilis existe un sistema microsomal de oxidación de Etanol 
(MEOS) dependiente del citocromo p-450 este citocromo es inducido con 
etanol y es una mono oxigenasa que actúa como sistema multienzimático.Este 
citocromo requiere de dos electrones para su activación por oxígeno. 
Generalmente el primer electrón es transferido del NADPH al citocromo p-
450 a través de Ja enzima p-450 reductasa.EI segundo electrón reduce al 
complejo p-4540 oxígeno y se lleva acabo por la NADH citocromo b5 
reductasa que transfiere un electrón desde el NADH (Julistiono y Brian, 
1992). Este citocromo (b5) se encuentra en microsomas y posee máximos de 
absorción a 423 y 424nm, no es inducible por etanol a diferencial del 
citocromo p-450 que si es inducible por etanol y también se encuentra en 
m1crosomas. 

Las células de Euglena pueden crecer en glutamato como unica fuente de 
carbono y de nitrógeno (Kempner y Miller 1965). Otros aminoácidos no se 
utilizan así y solo son útiles como fuente de nitrogeno (Buetow, 1966). Los 
aminoácidos como nutrientes para Euglena gracilis se pueden clasificar en 
tres grupos: 

Grupo !-Son las fuentes de nitrógeno más eficientes que los iones amonio 
cuando se utiliza el etanol o glucosa como fuente de carbono, en este grupo 
se encuentra el glutamato,la glutamina,el aspártico,la asparagina,la alanina y 

serina. El glutamato es el mejor aminoácido nutriente para Euglena gracilis. 
Y las mejores fuentes de nitrógeno son glutámico,glutamina y asparagina 
cuando se utiliza acetato como fuente de carbono. 

Grupo JI- Se utilizan como fuente de carbono y de nitrógeno en células 
crecidas en la luz. Sin embargo cuando se utiliza etanol como fuente de 
carbono estos aminoácidos solo sirven como fuente de nitrógeno.En este 
grupo se encuentran los aminoácidos ramificados como la isoleucina. Además 
de la glicina, la treonina, y la prolina. 

Grupo Ill- No sirven para mantener el crecimiento de Euglena gracilis ni 
tampoco como fuente de carbono ni de nitrogeno Estos aminoácidos son 
captados por la células para la síntesis de proteinas entre estos aminoácidos 
se encuentran los aminoácidos básicos, los aromáticos , los que contienen 
grupo sulfidrilo y Ja hidroxiprolina. 

Existen cinco aminoácidos que son capaces de inhibir el crecimiento de 
Euglena gracilis y son metionina, cisteina, threonina, leucina y 
fenilalanina Esto se explica diciendo que estos amino ácidos compiten por los 
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sistemas de transporte que son compartidos por varios aminoácidos. Sin 
embargo el transporte del glutamico no es inhibido por estos amino ácidos ni 
tampoco la respiración célular, por lo que su efecto puede ser debido a la 
alteración del metabolismo célular por estos aminoácidos. 

La inhibición del crecimiento de Euglena gracilis por estos 5 aminoácidos no 
es revertida por vitaminas pero se reduce al aumentar Ja fuente de carbono 
como el Etanol.Entonces, la adición de una cantidad adecuada de la fuente de 
carbono activa algún sistema metabólico de la célula, el cual evita los efectos 
tóxicos de dichos aminoácidos aún en un medio pobre en glutamato.La 
metionina es el aminoácido más tóxico para este organismo,afecta 
probablemente el metabolismo de moléculas de un carbono.La glicina evita el 
efecto de la metionina. La inhibición del crecimiento por treo ni na no se 
revierte por lisina o metionina apesar de ser antagonizada por 
valina.(Buetow, 1966;0da y cols., 1982; Milne y Weissbach, 1964) 

Células crecidas en un medio de lactato la actividad de la alcohol 
deshidrogenasa se incrementa en un día obteniendose un máximo en tres días. 
El acohol se transforma en acetaldehido y este proceso es inhibido por metil 
pirasol que es un inhibidor de la alcohol deshidrogenasa; debido a que esta 
sustancia no inhibe a la lactato deshidrogenasa y ya que la actividad puede 
restablecerse al agregar lactato se concluyó que la enzima activa es la alcohol 
deshidrogenasa. En células crecidas con 50mM de etanol el desarrollo de la 
alcohol deshidrogenasa es diferente, la actividad de esta enzima es menor y 
continua disminuyendo. Euglena gracilis posee varios tipos de alcohol 
deshidrogenasa con diferentes afinidades, ya que se encuentran dos 
pendientes cuando se estudia el efecto del etanol sobre la actividad de esta 
enzima (Julistiono y Brian., 1992; Buetow, 1961 ). 

Los organismos que pueden crecer en acetato o etanol lo hacen 
metabolizando estos sustratos por reacciones anapleroticas del ciclo del 
glioxalato (Kómberg, 1961 ). Las células de este organismo presentan 
glioxisomas (microcuerpos), que son organelos especializados en conversión 
de la acetil coenzima a proveniente de ácidos grasos en carbohidratos (ciclos 
del glioxalato) las dos enzimas caracteristicas del ciclo del glioxalato , la 
malato sintetasa e isocitrato liasa se encuentran en estos organelos. 

En Euglena pueden encontrarse microcuerpos cuando se crecen en etanol o 
acetato pero no cuando se crecen en glucosa. Sin embargo, Begin-Heick 
( 1973) no pudo distinguir si las dos enzimas del ciclo del glioxalato se 
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encontraban en los microcuerpos o en las mitocondrias de euglena ya que 
estos dos organelos cosedimentan. 

Uno de los nutrientes más importantes para el crec1m1ento de Euglena 
gracilis es la vitamina B 12 ya que su ausencia reduce la cantidad de 
ribonucleotidos, produciendo un sinnúmero de mutaciones en el 
organismo.Por otro lado la deficiencia de Tiamina no produce efectos muy 
obvios. 

Se propone que en esta cadena la oxidasa alterna es de tipo bo (debido a su 
reactividad con CO) y que el lactato puede donar sus electrones directamente 

a esta oxidasa o bien donarlos a Ja ubiquinona y de ahí a la oxidasa alterna. 
También propone que los electrones provenientes del lactato pueden ser 
transferidos al citocromo b de la cadena clásica. 

lnhibidores del transporte de electrones. 

La transferencia de electrones a través de los complejos respiratorios puede 
ser bloqueada por una serie de compuestos químicos llamados inhibidores 
quienes pueden interferir en la entrada del sustrato alterando la 
permeabilidad disminuyendo los mecanismos de transporte o reduciendo el 
total de energía potencial disponible para bloquear ya sea las vías enzimaticas 
o interfiriendo en el proceso de acoplamiento. Para fines de nuestro trabajo 
enumeramos a los inhibidores según el complejo donde actuan: 

El complejo 1 es inhibido por rotenona, amital y pericidina A (Ragan, 
1976). El centro de acción de la rotenona no es aun conocido,aunque se sabe 
que en presencia de este inhibidor el FMN y los centros Fe/s permanecen en 

la fonna reducida. 

El complejo 11 es inhibido por malonato aunque esta inhibición no es muy 
específica . 

. El complejo IIl Casi todos los inhibidores han sido probados en este 
complejo al grado de tener cuatro grupos de distintos inhibidores.(Tabla.3) 

Grupo 1 Todos estos inhibidores contienen un grupo ~-metoxiacrilato que se 
parece a la estructura de la Ubiquinona. Bloquean la reducción del centro Fe­

azufre y del citocromo b através de la vía del sitio Q sin embargo permiten la 
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reducción del citocromo b.La unión de estos inhibidres es competitiva entre 
ellos asi como los inhibidores del grupo 1l sin embargo no interfieren la union 
de inhibidores del grupo III.Todos estos inhibidores producen un corrimiento 
del espectro del citocromo B 1 reducido. Este corriento hacia el rojo solo 
puede detectarse por un espectrofotometro de doble haz reduciendo tanto la 
celdilla de referencia como la celdilla de muestra con ditionita, y luego 
añadiendo el inhibidor a concentración saturante solo a la celdilla de muestra. 
Dentro de este grupo se encuentra el myxotiazol ( extraido de Myxococcus 
fulbus), y varios homólogos de la strobilurina y oudemasina.El Myxotiazol es 
el inhibidor que se une más fuertemente a esta enzima. 

Grupo JI Los inhibidores del grupo JI tienen una estructura común que 
contiene un fragmento 6-hidroxiquino con diferentes sustituciones en las 
posiciones 2 y 3., así como un sistema de anillos eterociclicos fundidos al 
anillo benzoquinona. Estos inhibidores evitan la reoxidación del centro Fe­
azufre y la reducción del citocromo b566:Los inhibidores de este grupo 
bloquean la transferencia de electrones en estado estacionario del succinato o 
NADH al oxígeno.Bloquean completamente la transferencia de electrones 
entre el centro Fe-azufre y el citocromo Cl previniendo la reoxidación del 
centro Fl-azufre, después de una transferencia de un electrón desde el 
ubiquinol hasta este centro. Dentro de este grupo se encuentran Ja 
Hidroxinaftoquinonas como el 3-alkyl-2-hidroxyquinaftoquinona (UHNQ), 
Hidroxyquinolinas quinonas como el 7-(n-Heptadecilmercapto )-6-hidroxy-
5,8-quinolina quinona (HMHQQ), asi como otras hidroxyquinonas. 

Grupo IIl Estos inhibidores a diferencia de los otros dos grupos no presentan 
analogías estructurales. Bloquean la misma reacción es decir el transporte de 
electrones desde el centro heroico b562 a la ubiquinona oxidada y el flujo 
reversos respectivo desde el ubiquinol hacia el hemo b562 estos compiten 
estre ellos pero se unen independientemente de los inhbidores del grupo l y 
Il. Los inhibiodres de este grupo inhiben cualquier transferencia de electrones 
desde o hacia cualquiera de los centros heroicos b562. Dentro de estos 
inhibidoresse encuentran la antimicina (cuya union induce un cambio 
comformacional del complejo b-c 1 al cambiar la afinidad de carga de la 
proteína depletada del complejo Fe-azufre o aumentando drásticamente la 
estabilidad de la enzima a detergentes),también se encuentra la funiculosina,y 
también la Hidroxyquinolina N-oxidoso (HQNO) que es un análogo de 
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quinona, la unión de este inhibidor induce un pequeño desplazamiento del 
pico de absorción del hemo b562 reducido. 

Grupo IV Aquí se agrupan inhibidores que no pueden ser clasificados en 
algunos de los tres tipos anteriores como es el caso del 2-3-
dimercaptopropanol el cual produce una inhibición irreversible de la proteína 
Fe-azufre y el OTNB (5-5'ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico) el cual como otros 

agentes reductores de grupos tioles inhiben la reación del sitio Q uniéndose a 
a proteina Fe-azufre pero sin destruirla. (von Jagow y Link l 986;Slater 
l 973;Trumpower 1981 ;Thierbach y Reichenbach 1981 ). 

El complejo IV es inhibido por KCN, azida y por CO (Siedow y 
cols., 1991;Oouce,l985;0hnishi y von Jagow, 1985). 

Las oxidasas alternas son inhibidas por inhibidores tales como el disulfiram y 

el SHAM (ácido 2-salicilhidroxámico) quienes inhiben la vía alterna y la 
fosforilación oxidativa en mitocondrias de plantas.(Laties, 1987), El OPA 
(Oifenilamina) a concentraciones de 2.7Xl0-4M, puede inhibir la NADH 
oxidasa y la actividad de la succinato oxidasa en mitocondrias de planta 

(Baker, 1963) y la cadena alterna en mitocondrias de Euglena (aunque no es 
especifica) (Uribe y Moreno-Sánchez, 1992) y por propylgalato (Siedow y 
Girvin 1980). Parece que el efecto de inhibición está relacionado con la 
solubilidad del OPA en lípidos. 

En el laboratorio se buscan condiciones en las que la cadena alterna de 
Euglena gracilis se exprese en grandes cantidades así como se intenta 
caracterizar en detalle el transporte electrónico a través de esta vía.Por otro 

· lado se trata de identificar los componentes de esta cadena para hacer 
planteamientos a cerca de su relación evolutiva con otros organismos. 
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Tabla 3.-Estructura de los inhibidores del complejo be 1 en mamíferos tomado de 

Von jagow ( 1986 ). 
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Objetivos 

OBJETIVO GENERAL 

Detenninar la correlación entre la respiración resistente a CN y antimicina 

con el contenido de oxidasa alterna en mitocondrias de Euglena gracilis 

crecida en diferentes fuentes de carbono; así como el elucidar el tipo de hemo 

componente de dicha oxidasa. 

Objetivos Específicos 

1) Detenninar el efecto de: antimicina, mixotiazol, HQNO, OPA, KCN en la 

velocidad de respiración en mitocondrias de Euglena crecida con Etanol o 

G lutamato/Malato +CN. 

2) Cuantificar el contenido de citocromo aa3 y oxidasa alterna en 

mitocondrias de células crecidas con Etanol _ Glutamato/Malato+CN o 

G lutamato/Malato. 

3) Detenninar las constantes de inhibición del KCN y OPA sobre la actividad 

de la oxidasa tenninal (TMPD oxidasa) en mitocondrias crecidas en Etanol o 

G lutamato/Malato+CN. 

4) Detenninar la actividad de quino! oxidasa (oxidasa alterna) en 

mitocondrias de células crecidas en Glutamato/Malato+CN o Etanol 

5) Dilucidar el grupo hemo de la oxidasa u oxidasas en mitocondrias de 

E11glena gracilis 
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METODOLOGIA 

Las muestras de Euglena gracilis fueron cultivadas axénicamente en la 
obscuridad con agitación orbital a 120 rpm y temperatura ambiente (25 C) 
en los medios de cultivo 1) Glutamato + Malato +KCN (100-200µM final) y 
2) Etanol: (Hutner y cols., 1965 y modificado por Schiff., 1971 ).(apéndice 2) 

El medio de Etanol contiene los mismos elementos (vitaminas y minerales) 
pero utiliza como fuente de carbono Ca C03 y el Etanol (1 Oml de etanol por 
litro de medio, es decir, 1 %). Los medios de cultivo sin vitaminas se 
esterilizaron por 40 min a una presión de 20 libras a 120 C. Las vitaminas 
B6 y B 12 se añadió como Neurobion (MERCK) (2ml/l OOml) que junto con 
la vitamina B 1 (O.O 1 gr/1 OOml) y FeCl3 (0.05gr/1 OOml) se esterilizaron por 
filtración en una membrana miliporo de 0.22µm. Posteriormente se 
agregaron al medio de cultivo al momento de realizar la siembra de las 
células. 

Para sembrar las células se realizó un conteo en una cámara de Neubauer 
diluyendo e inmobilizando con HCI (5mM) y así se ajusta una población de 
células de 0,2x 106 células/mi de acuerdo a Ja relación: 

X=(vol) (O 2)/ (X) (dilución) /100 

Donde Vol= Es el volúmen que se quiere sembrar; X= Número de células 
que se deben sembrar para alcanzar la concentración incial; 0.2= Es la 
concentración inicial de células ; X= Es el número de células promedio 
contadas en la cámara. 

Las células se colectaron en la fase logarítmica tardía de crecimiento ( 4 día) 
y fueron lavadas por centrifugación a 1000/g por 15 min en un medio que 
contiene 2mM de EGTA, 0.25m de Sacarosa, 20mM de ácido 3-(N­
Morfolino) Propanosulfonico (MOPS) pH 7.2. 

Curvas de Crecimiento: 

Las células inician su crec1m1ento después de la inoculación con una 
población inicial de 0.2XJ06 células/mi (día cero). A partir de este momento 
se comienzan a tomar muestras de un mililitro a diferentes intervalos de 
tiempo con lo cual se va cuantificando el número de células (por conteo en 
la cámara de Neubauer) y se construyen las curvas de crecimiento. 
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Medicion del Consumo de Oxígeno: 

El consumo de oxígeno en mitocondrias de Euglena se midió con un 
electrodo de tipo Clark conectado a un oxímetro (YSI model 53) a 25 C en 
medio que contiene l 20mM de KCI, 20mM de MOPS y 2mM de EGTA a 
pH 7.2 (Medio KME) tomando en cuenta una concentración de oxígeno de 
420 ngatO/ml a una altitud de 2300msnm. 

Medición de la actividad de la Citocromo Oxidasa: 

Se realizó por mediciones del consumo de oxígeno sensible a Azida de 
sodio 20mM final en un medio que contiene 0.25 M de Sacarosa, 2mM de 
EG TA y 1 OmM de HE PES pH 7 .2 a 25 C, en el cual se incuban las 
mitocondnas añadiendo conjuntamente antimicina (O.O 1 mM final) y 
ascorbato (7mM) a pH 6.8, TMPD 1 mM final y las concentraciones 
indicadas para KCN y/o OPA. 

Aislamiento mitocondrial : 

Se utilizó el método descrito por Moreno-Sanchez y Raya ( 1987) con 
algunas modificaciones, el cual consiste en romper las células por 
sonicación y recuperar a las mitocondrias por centrifugación diferencial 
Se colectaron las células en fase logarítmica tardía de crecimiento y se 
centrifugaron por 1 O min a 1780 X gen un medio que contiene 250mM de 
Sacarosa, JOmM de HEPES y 2mM de EGTA pH 7.2 (SHE) después se 
centrifugaron durante 5 min a 327 X g. Posteriormente se lavan dos veces 
con medio SHE y álbumina bovina delipidada 0.1 % (SHEA) centrifugando a 
327xg durante 5 min Las células recolectadas se sonicaron en un sonicador 
SONIPREP 150 a una intensidad de 10-12 micrones de amplitud en un baño 
de hielo por 3 intervalos de 15 segundos cada uno .Posteriormente se 
centrifugó a 581 X g durante 1 O min y después a 8714 X g a 4 C por 1 O min 
en una centrifuga SOR Y ALL. El paquete mitocondrial obtenido se 
resuspendió en el medio SHEA en aproximadamente 5ml y se incuba 
durante 1 O min con 20µ1 ADP 0.2M y 0.25% de Albúmina delipidada . 
Transcurrido el tiempo de incubación se centrifugó a 8714 X g durante 1 O 
min y el sobrenadante se resuspendio en aproximadamente en 1 mi de SHEA. 
Obteniendose aproximadamente 50mg de proteína mitocondrial por litro de 
cultivo. 

En el siguiente diagrama se esquematiza el procedimiento para preparar 
mitocondrias de Euglena gracilis 



Aislamiento de Mitocondrias de Euglena gracílis . 

Colectar las células en fase logarítmica de 
crecimiento. Centrifugar 1 O min l 780xg. · 

..1. 

La,·ar las células en un medio de sacarosa 
2SOmM, HEPES lOmM. EGTA 2mM 
(SHE) pH 7.4. Centrifugar 5 min. 327xg 

..1. 

Lavar las células en medio SHE y albumina 
delipidadaO. l % {SHEA) 2 veces . 

.!. 
Conteo en cámara de Neubauer. 

..1. 

Sonicar l- l .5x 109 células en 30-40 mi de 
medio SHEA ( 10-12µ de amplitud) durante 
dos intervalos de 15" cada unoen un baño 

de hielo. 

Centrifu2ar el sobrenadante 10 mina 8714xg. 
- ..1. 

Resuspender el paquete mitocondrial e 
incubarlo con lmM de ADP y 0.25% de 
albumina delipidada durante 10 min . 

.!. 
Centrifugar 10 mina 8714xg . 

.!. 
Resuspendcr en 1 mi de SHEA. 

Medición de Citocromos por Espectrofotometria 
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Se realizó con mitocondrias almacenadas a -72 C durante varios dias 
mediante un barrido espectrofotometrico de 400 a 700 nm, utilizando w1 

espectrofotometro de doble haz (SLM-Aminco DW2000 uv-vis) Las 
mitocondrias se incubaron en el medio de KME diluido con glicerol 1: 1 
(v/v) Se detectaron picos de absorción aproximadamente a los 428.Snm, 
560nm y 604nrn, su presencia dependió tanto de sustratos como de los 
inhibidores. El contenido de citocromos fue estimado mediante los 
coeficientes de extincion molar reportados para bacterias (Rhodobacter 
spheroides). (428 .5-445nm)- J48mM-1 cm-1 , (604-630nm)-24mM-J cm-1 
para el citocromo aa3 ; (560-575nm)-22mM-J cm-1 para el citocromo b y 

(544-554nm)-23mM-J cm-1 para el citocromo c . (Calhoun y col s., 1993). 
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Espectros diferenciales en presencia de monoxido de carbono (CO) 

Los espectros se realizaron según el método descrito por Devars y cols. 
(1992). Se utilizaron mitocondrias (2-4mg/ml a 25 C) reducidas con 
ditionita en el medio de KME diluido con glicerol 1: 1 (v/v). Las muestras se 
burbujearon (con CO) y se leyeron a distintos intervalos de tiempo, 
30s,8min y J 6min con un burbujeo de 30s en la celda de referencia.El 
contenido de citocromos fue estimado como se menciona anteriormente.Los 
coeficientes de extinción molar utilizados fueron ( 428.5-445nm)-J 48mM­
Jcm-1, (418-430nm)-160mM-lcm-1. 

Determinación de Proteína: 

La proteína mitocondrial fue estimada por el método de Biuret (Gomall y 
cols. 1949) en presencia de 1 % (P/V) de desoxicolato de sodio y utilizando 
albúmina como estándar. La turbidez ocasionada por el paramilo fue 
eliminada centrifugando Jos tubos después de 20 ruin de añadido el reactivo 
de Biuret a 327 X g durante 5 ruin a 25 C en una centrifuga IEC-CENTRA 
8R. 

Se agregaron 2 mi de volumen de muestra (aproximadamente 60mg) de 
proteína mitocondrial a 20ml de una mezcla de acético:etanol:agua 
(70: 17: 13). Después de agitar la muestra se centrifugó a 5000 rpm por 5 min 
(aproximadamente 2000 X g). Se recuperó el sobrenadante y se le agregó un 

volúmen de éter igual al de la mezcla de ácido acético. Se forman dos fases 
de las cuales se eliminó la fase incolora. En algunos casos no se forman 
estas fases después de Ja agitación y entonces se centrifuga a 3000 rpm por 
5 min para que aparezcan. La fase de color se mezcló con 20 mi de agua con 
lo que se vuelven a formar dos fases y se recuperó la fase colora la cual se 
puso a secar en un baño María a 50 C y bajo una atmosfera de N1. A las 
muestras secas se le agregó un 1 mi de una mezcla de di cloro metano con 
Etanol al 95% ( 1: 1 ). Las mezclas se filtraron a través de una membrana de 
0.45 µ 

A una mezcla de acetato:HCl:Agua: (9: 1: 1) se Je sonicó durante 1 hora y 
posteriormente se aplicó a la columna del HPLC como fase movil. Entonces 
se aplicaron las muestras y se detectó la absorbancia de las muestras 
recolectadas a diferentes tiempos y se identificaron los diferentes tipos de 
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hemo de acuerdo al tiempo de elución. (Sone y Fujiwara, 1991; Minghetti y 
cols. , 1992) 

Actividad de la Quino) Ox.idasa. 

Se midió por consumo de oxígeno sensible a antimicina en presencia de Q 1 
(quinona con una cadena isoprenoide) a una concentración final de 0.68 
m.M. En un medio que contiene Sacarosa 250mM/I OmM HEPES/2mM de 
EGTA y 27mM de DTT a pH 7.2 y a una temperatura de 30 C. Después de 
agregar las mitocondrias (3mg/ml) se incubó con antimicina (20µM) y DTT 
(27mM) durante 5 minutos al cabo de los cuales se agregó la Ql (0.68mM) 
y se registró la velocidad del consumo de oxígeno.(Chepuri ycols., 1990). 

En el siguente diagrama se esquematiza la secuencia de ensayos realizados 
con las mitocondrias de Euglena gracilis 

~ 
HPLC 

Cultivos axénicos 

+ Curvas de crecimiento 

+ 
Aislamiento mitocondrial 

t 
Determinadón de proteína 

Medición dt citocromos 
por espectrofotometría 

Espectros d'erenciales 
con CO 

Medición dJ consumo 
de oxígeno 

Medición de la 
actividad de la 
citocromo oxidasa 
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RESULTADOS 

Curvas de crecimiento 

En la figura 12 se muestra el crec1m1ento de las células crecidas en un 
medio con Etanol o Glutamato/Malato +CN. 

Étanol 

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 

Tiempo (hr) 

Fig. 12 Curva de crecimiento de células de Euglena gracilis crecidas en presencia de 
Etanol o G/M+CN. Las células se crecieron como se indica en la metodología y se 
tomaron muestras de los cultivos cada 24 hrs. Los valores representan el promedio de 
tres ensayos. 

Las curvas de crecimiento de células crecidas en un medio de etanol y/o 
G/M se siguieron por espacio de 20 días a temperatura ambiente (20-25 C), 
se encontró que las células crecidas en presencia de etanol presentan su fase 
estacionaria a los 5-7 días además de observarse una movilidad normal a los 
13-15 días en la mayoría de las células 

La cinética de crecimiento celular de Euglena gracilís en presencia de 
etanol "( 178 mM) fue de tipo sigmoidal en donde la fase lag es muy corta, 
(con respecto a la fase log y estacionaria) debido a que el etanol incrementa 
la actividad de ciertas enzimas como la fumarasa (Buetow, 1989) por lo que 
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la actividad metabólica está más acelerada, y eso se ve reflejado en la 
velocidad de crecimiento de la población así como en la densidad celular 
alcanzada. También durante el crecimiento se aumentó la capacidad de 
síntesis de pigmentos (carotenos) dando un color rojizo al paquete 
mitocondrial Estas células son crecidas en la obscuridad por lo que ciertas 
vías metabólicas (ciclo del glioxalato, glicólisis entre otras) pueden ayudar a 
la síntesis de este tipo de pigmentos. 

La cinética de crecimiento presentada por las células crecidas en G/M+CN 
también fue de tipo sigmoidal pero aquí la fase lag y logarítmica son muy 
largas quizas debido a la presencia de CN el cual inhibe a nivel de la 
citocromo c oxidasa (la cual es parcialmente insensible a este inhibidor en 
este organismo) siendo glutamato y malato los mejores sustratos de 
crecimiento para estos organismos ya que alimentan directamente al ciclo de 
Krebs (Smith y cols., 1975; Sial<, 1969; Ting y Rocha, 1971; Isegawa, 1984; 
Miyatake, 1985). 

Se obtiene una velocidad muy baja de crecimiento además de una pequeña 
cantidad de células en presencia de este inhibidor a comparación de las 
células crecidas en etanol (entre ellas existe una diferencia en la densidad 
celular de 3. 1X106/ml aproximadamente) además, la preparación 
mitocondrial obtenida es de color amarillo y alcanza su fase estacionaria a 
los 5-8 días presentandose poca movilidad en la población celular, despues 
de los 8 días. 

Posiblemente el hecho de que el crecnmento sea menor en las células 
crecidas en presencia de CN se deba, a una insuficiente producción de 
energía por parte de la cadena alterna en estas condiciones. Sin embargo, se 
ha demostrado en este trabajo que a pesar de que existe una oxidasa alterna 
propiciada por la presencia del inhibidor, las mitocondrias siguen siendo 
sensibles a CN, indicando la presencia de una citocromo c oxidasa sensible 
a CN en estas mitocondrias. Por otro lado se ha propuesto que la energía 
liberada por la cadena alterna es utilizada principalmente para prncesos de 
transporte a través de la membrana, es decir, que el gradiente electroquímico 
generado no es utilizado para la síntesis de ATP (Calvayrac y cols., 1985; 
Benichou y cols., 1988) 

La inhibición del crecimiento celular es probablemente debida a un aporte 
deficiente de energía en presencia del inhibidor, el aumento en la actividad 
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de la cadena alterna no parece ser suficiente en estas condiciones para 
compensar esta deficiencia generándose una sobreproducción del complejo 
IV permitiendo un crecimiento sostenido pero menor (Mcintosh, 1994). 

Evidenciación de la cadena alterna en mitocondrias de Euglena gracilis 

Consumo de oxígeno en presencia de diversos sustratos e inhibidores. 

Las células fueron crecidas en un medio de Glutamato/Malato+CN o Etanol 
Las Tablas 4 y 5 muestran los valores porcentuales de la inhibición del 
consumo de oxígeno de mitocondrias preparadas a partir de estas células.Se 
observa en promedio una sensibilidad del 40% cuando se añade CN y del 
51 % con antimicina en las mitocondrias de células crecidas en el medio de 
Etanol, mientras que en las mitocondrias de células crecidas en el medio de 
Glutamato/Malato+CN el CN inhibe un 34% y Ja Antimicina un 46.5%, 
Utilizando OPA en las mitocondrias de Etanol se observa un 51 % de 
inhibición y un 58% en las mitocondrias de Glutamato/Malato+CN. Las 
concentraciones de los inhibidores fueron tomadas del trabajo de Uribe y 

Moreno-Sánchez en 1992; quienes encontraron que son intervalos de 
concentraciones adecuados para inhibir eficientemente la respiración en 
estas mitocondrias . 

Tabla 4 Inhibición del consumo de oxígeno con diferentes sustratos e inhibidores. en 
mitocondrias de Euglena gracilis crecidas en Glutamato/Malato+CN como fuente de 
carbono. Los datos representan la media ± error estandard del número de expe1irnentos 
que se indica entre paréntesis. Se incubaron las mitocondrias ( 1 mg/ml) durante 5 minutos 
en el medio KME con 5 mM de K1P04 y la concentración indicada de inhibidor. al 
ténnino de este lapso se agregó el sustrato que se indica. 

Antimicina 
Mixotiazol 
HQNO 
KCN 
OPA 

001mM 
0.01 mM 
001mM 
0.10mM 
0.25 mM 

L-láctico Succinato NAOH 
10mM lOmM 1 mM 
46.5 ±9 (6) 66.0±9.7(5) 48.0±6 (6) 
54 .0±19(5) 81.0±13(4) 57 0±15(5) 
36.8±9.5(6) 53.4±14(5) 73.0±9.8(6) 
34.0±11(6) 77.0±9 (5) 47 .0±11(6) 
58.0±11(6) 80.0±8 (5) 80.0±7 (6) 

Oxidación de sustratos en ausencia de inhibidores (ngat O/min/mg) 
L-Láctico Succinato NADH 
57±6 (6) 30±7.2 (5) 116.3±16 (6) 
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Tabla 5 Inhibición del consumo de oxígeno con diferentes sustratos, en mitocondrias de 
Euglena gracilis crecida en Etanol como fuente de carbono. Los datos representan la 
media ± enor estandard del número de experimentos que se indica entre paréntesis. El 
experimento se realizó como se explica en la tabla 4. 

L-Láctico Succinato NADH 
lOmM lOmM 1 mM 

Antimicina 0.01 mM 51±12(12) 69±8(10) 62±15(8) 
Mixotiazol 0.01 mM 36±5(12) 62±3(10) 67±11 (8) 
HQNO 0.01 mM 50±13(12) 63±3(1 O) 64±12(8) 

KCN O.lOmM 40±2(12) 57±12(10) 88±8(8) 
DPA 0.25 mM 51 ±9(12) 81±6(1 O) 86±10(8) 

Oxidación de sustrato en ausencia de inhibidores (ngat O/min/mg). 
L-láctico Succinato NADH 
200±10 (12) 165±5 (10) 288±16 (8) 

La oxidación del NAOH en células crecidas en G/M+CN es inhibida por 
OPA. Esta inhibición es muy grande probablemente debido a una inhibición 
de la NADH oxidasa y a la succinato oxidasa, lo cual ocurre en plantas entre 
4-1 O M. Cuando es agregada antimicina la poca inhibición obtenida es 
similar la producida por KCN- lo que nos lleva a decir que la oxidación de 
NADH es parcialmente insensible a antimicina y a CN. Y esto sugiere que la 
salida a una vía alterna se encuentra en el complejo III. 

Cuando se utiliza láctico como sustrato, la inhibición con DPA es alrededor 
del 60% mientras que la inhibición con los otros inhibidores en general no 
llega al 50% lndicandonos la presencia de una vía alterna, aún cuando estas 
diferencias no son muy significativas. Se pudiera explicar diciendo que el 
sustrato produce un flujo al parecer preferentemente dirigido a través de la 
vía alterna, la cual representa un camino más corto hacia la reducción de 
oxígeno 

En el caso del succinato como sustrato, a diferencia de lo observado con 
NADH , la inhibición por OPA es ligeramente mayor a la producida por los 
otros inhibidores. Todas estas evidencias sugieren que en células crecidas en 
G/M+CN- existe la presencia de una vía alterna. Comparando la 
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sensibilidad a antimicina y a CN- de mitocondrias aisladas de este tipo de 
células con células que fueron crecidas en ausencia de este inhibidor (Uribe 
y Moreno-Sánchez, 1992) (G+M), encontramos que la sensibilidad a estos 
inhibidores baja especialmente al CN-, sin embargo esta sensibilidad no 
llegó a ser comparable con la obtenida por Sharples y Butow (1970) quienes 
obtuvieron una insensibilidad total a antimicina al crecer a la célula en 
presencia de este último inhfüidor (0.3 nmol/ml) y usando succinato como 
fuente de carbono. Además, nuestro porcentaje de inhibición concuerda con 
el 30-40% de sensibilidad encontrado por Calvayrac (1970). Comparando 
con los datos obtenidos por Uribe y Moreno-Sánchez (1992), nosotros 
obtuvimos una insensibilidad menor en un 20 a 30% 

La inhibición obtenida en este trabajo, a pesar de haberse utilizado 0.1 mM 
final de CN en los cultivos, no pudo reducirse a los niveles encontrados por 
Sharples y Butow quienes solamente utilizaron 0.3 nmol/ml de antimicina 
durante el crecimiento de las células. Esta sensibilidad puede ser atribuída a 
una disminución en la concentración del CN debído a Ja volatilidad de este 
compuesto a diferencia de la antimicina que no es un compuesto volátil. 
Benichou y col s. ( 1990) encontraron que la sensibilidad a CN y antimicina 
disminuye al adaptar a las células a crecer en un medio que contiene 2 mM 
de antimicina, sin embargo esta disminución solo representa un 10% de 
inhibición. 

Cuando Euglena gracilis es crecida en presencia de Etanol como fuente de 
carbono se observa de igual manera que tanto la oxidación del NAOH como 
Ja oxidación del succinato son inhibidas fuertemente por OPA, Jo cuál había 
sido descrito ampliamente por Sharples y Butow ( 1970) quienes encontraron 
una inhibición del 70% en presencia de O 33 mM de OPA. Esta alta 
sensibilidad a OPA no refleja una mayor actividad de la vía alterna, debido a 
que estas mitocondrias presentan también una elevada sensibilidad a Jos 
otros inhibidores. Lo que nos lleva a proponer w1 flujo de electrones 
preferentemente por la vía clásica, porque, de otra fonna, la sensibilidad a 
Jos otros inhibidores debería ser más baja con respecto al OPA (vía alterna) 

Otra explicación sería que este inhib1dor (OPA) actúa afectando 
específicamente a enzimas de Ja vía clásica como son la NAOH y succinato 
deshidrogenasa que se activan en presencia de succinato o NAOH. Baker 
(1963) evidenció Ja inhibición de la succinato y la NAOH deshidrogenasa a 
concentraciones en el orden de 2.7X 1 o-4 M de OPA lo que entra dentro del 
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rango utilizado en este trabajo. Un efecto del OPA en ambas vías durante la 
oxidación del succinato fue previamente reportado (Sharpless y Butow, 
1970: Oevars y cols., 1992). 

Utilizando ácido láctico como sustrato oxidable se observa la misma 
relación entre la inhibición obtenida por inhibidores de cadena clásica y 
alterna (OPA) es decir, este sustrato promueve el transporte electrónico a 
través de ambas vías de manera similar, sin embargo, la sensibilidad a 
antimicina y a CN comparada con la obtenida cuando se utilizan los otros 
dos sustratos resulta menor, lo que sugiere que este sustrato es oxidado 
preferentemente por la vía alterna (Sharples y Butow, 1970). Los valores de 
consumo de oxígeno en presencia de los diferentes inhibidores muestran una 
preferencia en la oxidación de NAOH la cuál es seguida por la oxidación de 
láctico seguido del succinato. La predilección por Ja oxidación del NAOH y 
del láctico sobre el succinato es una consecuencia de que para la oxidación 
de este sustrato se requiere de la participación de menos componentes 
enzimáticos y/o acarreadores; como la lactato deshidrogenasa en el caso de 
L-láctico, y las dos enzimas que oxidan directamente al NADH exógeno, 
una de las cuales es dependiente de NAO y la otra es dependiente de NAOP 
(Tokunaga y cols., 1976) encontradas en Euglena graci/is. Por lo que la 
velocidad de oxidación de estos dos sustratos (NAOH, L-láctico) es mayor 
que la oxidación del succinato el cual para llegar al complejo 11 tiene que ser 
transportado por un intercambiador de d1carboxilatos (N1cholls, 1985) 

Al ver el estímulo en el consumo de oxígeno inducido por ADP en células 
crecidas con G/M+CN se observa que la respiración fue estimulada con 
AOP de manera similar en presencia de lactato (24%) y succinato (23%) 
mientras que esta estimulación fué mayor en presencia de NAOH (43%), 
debido tal vés al mayor número de sitios de fosforilacion presentes en Ja vía 
de conservación de energía por este sustrato, a comparación de succinato y 
lactato quienes solamente presentan dos s1t10s de conservación de energía. 
En presencia de AOP no se pudo observar una estimulación signifiucativa 
del consumo de oxígeno, por lo que no se pueden sacar conclusiones a partir 
del efecto de los inhibidores sobre la respiración en el estado 3. Al afectar el 
transporte electrónico estos inhibidores pueden afectar la capacidad de los 
complejos respiratorios para responder a un cambio de potencial 
transmembranal i.e a un cambio en la concentración de ADP Este efecto 
de los inhibidores es similar entre todos ellos. 
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La respiración con sustrato en presencia de Etanol fue muy alta con NADH 
demostrando Ja preferencia del organismo por este sustrato Ja cual es 
seguida por láctico y posteriormente por succinato, la misma preferencia se 
observó con las células crecidas en G+M/CN. Los valores de respiración 
con sustrato en comparación con las células crecidas en presencia de CN 
son muy altas debido tal vez a que este sustrato incrementa la velocidad de 
ciertas enzimas metabólicas propiciando una mayor velocidad de 
crecimiento, movilidad y reproducción por lo que el consumo de oxígeno es 
alto. Pero contrario a lo observado con las células crecidas en presencia de 
CN ninguna de las preparaciones mitocondriales obtenidas de estas células 
(etanol) presentó control respiratorio, quizá debido a Ja presencia del etanol 
como fuente de carbono, ya que éste es un solvente orgánico capaz de 
afectar la integridad membrana! (Calvayrac y cols., 1973) esto sumado al 
paso de sonicación en el proceso de aislamiento condiciona la obtención de 
mitocondrias intáctas en este tipo de células. 

La respiración endógena se encuentra alrededor de 4.5 ngat O/min/mg en 
células crecidas en G/M+CN y en etanol de 5.0 ngat O/min/mg esto refleja 
que la cantidad de sustrato retenido por las mitocondrias durante el proceso 
de preparación es similar en las preparaciones utilizadas. 

Con el objeto de evidenciar de una manera más confiable la presencia de la 
cadena alterna en las mitocondrias de este organismo crecido tanto en 
presencia de G/M+CN como de Etanol se utilizó láctico como sustrato y un 
exceso de los diferentes inhibidores (Antimicina, HQNO y DPA). Los 
resultados de estos experimentos se muestran en la tabla 6. 

Tabla 6 Se muestra el porcentaje de inhibición promedio de dos ensayos en presencia de 
un exceso de inhibidor, Utilizando unicamente láctico como sustrato y antimicina. 
HQNO. y OPA como inhibidores.EI experimento se realizó como en la tabla 4. 

Ant11nicina 
HQNO 
DPA 

O lmM 
O.lmM 
lmM 

Láctico 1 O mM 
G/M+CN ETANOL 

87 96 
64 
84 

65 
94 

La inh1bic1ón encontrada en las células crecidas en G/M+CN fue alta tanto 
para antimicina como para DPA. A esta concentración de DPA (1 mM) se 
inhiben ambas vías (clásica y alterna), en cambio, la antimicina es más 
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específica, y el hecho de que Ja antimicina no sea capaz de inhibir en un 
J 00% la respiración de células crecidas en G/M+CN indica la presencia de 
una cadena alterna Sharples y Butow obtienen W1a sensibilidad a OPA de 
94% así como una insensibilidad total a antimicina en células crecidas en 
succinato más antimicina, esto indica que este último inhibidor es capaz de 
inducir una mayor actividad de la vía alterna a comparación con el CN. 

Al usar HQNO (inhibe citocromo by oxidasa alterna de bacterias) no pudo 
incrementarse notablemente la inhibición en comparación con 
concentraciones más bajas, quiza debido a que es 100 veces menos afín que 
la antimicina por el sitio II (Papa, 1982). El mecanismo de acción de este 
inhibidor consiste en presentar W1a conformación análoga a la quinona 
impidiendo con ello la transferencia de electrones desde la quinona hasta el 
complejo III, a diferencia de la antimicina quien actúa induciendo un cambio 
confonnacional en el complejo bel, provocando un cambio en la afinidad de 
la proteína Fe/S (Von Jagow, 1986). 

En las células crecidas en un medio con etanol se encuentran las mismas 
tendencias que cuando se crecen en G/M+CN. Pero los niveles de inhibición 
alcanzados son más altos debido a que estas células no fueron adaptadas a 
crecer en presencia de un inhibidor, esto mismo fue observado cuando se 
usan menores concentraciones del inhibidor. 

La inhibición por antim1cina y OPA es la misma cuando se hace respirar a 
las mitocondrias en presencia de láctico tanto a concentraciones saturantes 
del inhibidor como a concentraciones pequeñas (Tabla 6). Además, hay que 
recordar que el OPA es w1 inhibidor inespecífico de cadena alterna en este 
orgamsmo (Uribe y Moreno-Sánchez, 1992). Se ha postulado en otros 
trabajos que la oxidasa alterna en este organismo pudiera ser un citocromo 
tipo b (Devars y cols , l 992~ Sharples y Butow, 1970; Buetow y Buchanan, 
1969), por ello mismo es posible que la antimicina al afectar la reducción del 
citocromo b 562 pueda también afectar la actividad de Ja oxidasa alterna o 
que el DPA inhiba también el flujo de electrones a nivel del complejo bel lo 
cual es apoyado porque se tienen dos pendientes con TMPD oxidasa en este 
traba.10 y en el trabajo de Uribe (1992) 

Los valores anteriores (tabla 6) muestran la presencia de la vía alterna en las 
mitocondrias de este orgarusmo la cuál fue medida 
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espectrofotométricamente y comparada con la citocromo c oxidasa presente 
en este organismo 

Para saber en qué proporciones se encontraba la oxidasa alterna con 
respecto a la oxidasa clásica se calculó la concentración de citocromos o, 
aa3 y b de espectros con CO y diferenciales con sustrato e inhibidores. 

Espectros de absorción de las preparaciones mitocondriales 

Las figuras 13 y 14 muestran los espectros de reducido ditionita vs ditionita 
y burbujeado por diferentes lapsos de tiempo con CO. Para ambas 
preparaciones G/M+CN y Etanol. 

100 ·118 604 

6 min. 1 J ~referencia 

¡.:mm 

H>xµ, 

640 nm 

Fig 13 Espectros de mitocondrias de E11gle11a graci/Js reducidas con ditionita y 
burbujeado con monóxido de carbono. Las mitocondrias se extrajeron de células crecidas 
en G/M+CN. 
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Fig. 14. Espectros de mitocondrias de Euglena grac!lis reducidas con ditionita y 
burbujeado con monoxido de carbono. Las mitocondrias se extrajeron de células crecidas 
en presencia de Etanol. 

En la figura 13 se puede observar que a los 30 seg de burbu.1ear la muestra 
(mitocondrias de células crecidas en G/M+CN) con CO pueden distinguirse 
un pico a Jos 430 nm con valle a los 445 nm el cual corresponde al 
citocromo aa3. Además se definen valles a los 560 y a los 605 nrn 
correspondientes a los citocromos b y aa3 respectivamente_ Esto último 
sugiere que de las oxidasas que reaccionan con CO en este organismo una 
es la aa3 presente generalmente en las vías de transporte y la otra 
correspondiente a una oxidasa que contiene un hemo tipo b unido a otro 
hemo tal vez algw13 variante del hemo b como bb3, bo, ba3 y otras más 
(Chepuri y cols., 1994) las cuales tienen sensibilidad a CO. A los 8 minutos 
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de burbujeo con CO aparece un solo pico a los 418 nm característico del 
citocromo bo (Carter y Gennis, 1990) y a los 16 min de burbujeo con CO 
con 30 seg de burbujeo en la celda de referencia aparece el pico a los 41 8 
nm además de los dos valles mencionados anteriormente Los mismos picos 
fueron detectados por Sharples y Butow (1970). 

En la figura 14 con mitocondrias de células crecidas en etanol se observa lo 
mismo que en la figura 13 pero aquí el pico a los 418 se va incrementando 
conforme el tiempo de burbujeo sea más prolongado debido tal vez a la 
presencia de carotenoides en las preparaciones mitocondriales de Euglena. 

El ensanchamiento del pico a 418 nm característico del citocromo o en 
ambos casos significaría la presencia de una citocromo oxidasa que 
reacciona con CO o bien se debe a la presencia de citocromo aa3 sumada en 
esta banda. Sin embargo, en esta región del espectro otros pigmentos como 
los carotenos también pueden absorber luz y por tanto interferir en la 
detección de citocromos 

Devars y cols , 1 992 sugirieron que la oxidasa alterna podría contener un 
citocromo de tipo o pero el pico encontrado a los 41 8 nm podría 
corresponder a un citocromo de tipo b o variante de este que reaccione 
lentamente con CO o CN y azida (los cuales también reaccionan con la 
oxidasa de cadena clásica), como sucede en bacterias como Rhodobacter 
spheroides Rhodobacter capsulatus Rhodospirillum mbrum, 
Bradirhizobium. japonicum, Acetobacter aceti entre otros (Anemuller. 
1992: Anemuller y Schafer, 1990; Buce y Hencel, 1989; Matsushita y cols .. 
1992: Nubrega y cols . 1990). 
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Tabla 7 Contenido relativo del citocromo o y aa3 en mitocondrias de células crecidas en 
Etanol y G/M+CN. Las concentraciones fueron calculadas en base a los coeficientes de 
extinción molar reportados para bacterias ( 428. 5-445nm) l 48mM-1 cm-1 para 
citocromo aa3 y (418-430nm)J60mM-I cm-1 para citocromo o.Los valores representan 
la media ± error estándar del número de experimentos que se indica. Las mitocondrias, 
se redujeron con ditionita, posterionnente se burbujeó con CO a diferentes intervalos de 
tiempo 30s,8min y 16min y se leyó la absorbancia de la muestra entre 400 y 700 nm El 
contenido de citocromo aa3 se calculó después de burbujear la muestra con CO por 30 
seg y el contenido de citocromo o después de burbujear por 16 min, utilizando 
mitocondrias previamente congeladas. 

Mitocondrias pmol/mg pmol/mg cit o/cit aa3 n 
crecidas en (cit. O) (cit. aa3) 

medio: 

G/M+CN 50±6.5 42±10 1.2 9 

Etanol 46±6 39±4.5 1.17 8 

G/M 29±7 28±4.5 11 7 

En la tabla 7 se observa que la cantidad de citocromo o y citocromo aa3 en 
células crecidad en G/M+CN y etanol fue mayor que la encontrada para las 
mitocondrias de células crecidas en G/M (datos menores que los reportados 
por Devars, 1992), indicandonos con ello la participación del inhibidor en el 
aumento de la expresión de las citocromo oxidasas, de igual manera la 
fuente de carbono puede producir un aumento similar en la expresión de 
estos citocromos; presentándose un ligero incremento de la citocromo 
oxidasa por lo que se puede decir que no hay una diferencia significativa 
entre la oxidasa alterna y la citocromo oxidasa como fué encontrado por 
Devars y col s. ( 1992) quienes obtienen una relación entre el citocromo o/aa3 
alrededor de 2.5 para las mitocondrias de células crecidas en G/M y de 2.4 
para las células crecidas en peptona +acetato. Esto indica que ninguna de 
éstas dos condiciones es suficiente para inducir una sobreexpresión de la 
cadena alterna sobre la cadena clásica y también que la insensibilidad a CN 
o antimicina no está relacionada con la predominancia de una vía 
respiratoria específica, sin embargo la cantidad de oxidasa alterna es 
dependiente del medio de crecimiento o fuente de carbono (Devars y cols., 
1992). Los valores tienden a ser mayores para la oxidasa alterna que para la 
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oxidasa de la vía clásica sm ser indicativos de una mayor actividad de 
alguna de estas vías. 

Tabla 8 L'i de absorbancia de los valles (550-560nm; 560-575um) y (585-604um) de los 
citocromos b y aa3 respectivamente en mitocondrias de células crecidas en EtanoL 
G/M+CN y G/M. Los valores representan Ja media ± error estándard en el número de 
experimentos que se indican. El experimento se realizó como se explica en la tabla 7. Los 
valores corresponden a Jos 8 ruin de burbujeo con CO. Se utilizaron de 2 a 4 mg de 
proteína por experimento. 

Mitocondrias 
crecidas en ~absXI03 ~absX 103 ~absXJ03 
medio 550-560 560-575 nm 585-604 nm (n) 

G/M+CN 5.4±4XI0-4 3.3±0.08XI0-5 1. 9±0.05X l 0-5 (8) 

Etanol 4.7±6XI 0-4 2. 7±0.075XI 0-5 1.5±0.0IXI0-5 (6) 

G/M 4 1±5X10-4 2.5±009X10-5 1.3±0.02XI0-5 (5) 

En la tabla 8 se observa que la ~ de absorbancia en las mitocondrias de 
células crecidas en G/M+CN es ligeramente mayor que la encontrada para 
las mitocondrias de etanol seguido de las mitocondrias de G/M Pero 
realmente estos valores no difieren entre si de manera significativa. 

Espectros de absorción oxidado - oxidado +CN 

En la figura 15 utilizando KCN como unico reductor de las oxidasas 
(inhibidor del citocromo oxidasa) se muestra un espectro representativo con 
valles muy pronunciados a los 418nm y a los 433nm correspondientes al 
citocromo de tipo o y al aa3 respectivamente. Además se notan dos valles 
uno a los 560nm correspondiente al c1tocromo b y otro valle a los 604nm 
correspondiente al citocromo aa3. Al igual que los espectros con CO, este 
experimento evidencia pero de manera inversa la presencia de los 
citocromos mencionados anteriormente. De esta misma manera se corroboro 
la existencia de la citocromo oxidasa en Rhodobacter spheroides (García­
Horsman y cols., 1994). 
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fig. 15 Espectro de absorción de mitocondrias de celulas crecidas en G/M+CN.Las 
mítocondrias (2mg/ml) fueron suspendidas en KME:Glicerol 1: 1, despues de agitar, a la 
celda de referencia se le agregó O 1 OmM de KCN y se registró el espectro de absorción. 

Espectros de absorción de las diferentes preparaciones mitocondriales en 
presencia de diferentes sustratos e inhibidores. 

En la figura 16 se aprecia una secuencia de adición de reductores a la 
muestra mitocondrial de células crecidas en G/M +CN. Después de agregar 
láctico como sustrato aparecen 2 picosy un hombro entre los 427 nm-430 
nm según la preparación, este hombro es el que se considera para determinar 
la concentración de citocromo aa3 ( 428.5 nm). En este caso también existe 
interferencia por los carotenos (absorben luz entre los 350 y 500 nm) por lo 
que se sobreestimarían las concentraciones de este tipo de citocromos. Otro 
de los picos corresponde al citocromo b quien absorbe a los 560 nm y el 
último de los picos a 607 corresponde al citocromo de tipo aa3. Estos picos 
ya habían sido reportados por Sharples y Butow (1970) quienes los 
identificarqn como citocromo b y aa3, también aparece un hombro a los 530 
nm que es la zona alrededor de la cuál se presentan máximos de absorción 
para los citocromos del tipo b y c des las bandas ~. 
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Figuras 16 y 17. Espectros diferenciales de células crecidas en GIM+CN. Se muestra la 
secuencia de reducción con laclato (A) o succinato (B), KCN, antimicina y ditionita. Las 
mitocondrias se incubaron (2 mg/rnl) con el inhibidor durante 5 min en KME: glicerol 
1: 1, y se añadieron los sustratos e inhibid ores sucesivamente donde se indica. 



Cuando se agrega ant1m1cma se incrementa la absorbancia a todas las 
logitudes de onda mencionadas, lo mismo ocurre cuando se agrega CN y 
ditionita en forma consecutiva o HQNO o mixotiazol. Cuando se adiciona 
OPA junto con antimicina y ditionita se observan los mismos picos a 428, 
560 y 607 nm. 

En el espectro de la figura 17 se utilizó succinato como sustrato 
observandose 3 picos uno a los 41 8, otro a los 560 y otro a los 604 nm y 
otro más a los 445 que correspondería a un caroteno y un hombro a los 428 
nm correspondiente al citocromo aa3. Cuando se agregó antimicina los 
mismos picos aparecieron además del hombro a los 528 nm. Esto mismo 
ocurre cuando se adiciona KCN y ditionita de manera secuencial 
incrementándose los niveles de absorbancia al igual que en el caso de láctico 
como en el caso anterior, al agregar distintos inhibidores OPA, HQNO o 
mixotiazol, aparecen los mismos picos junto con un aumento en la 
absorbancia, con la diferencia de que en presencia de este sustrato todos los 
picos se definen mejor. 

En la figura 18 y 19 se utilizaron mitocondrias de células crecidas en etanol 
adicionandoles láctico y/o succinato como sustrato y diversos inhibidores de 
manera secuencial, una vez más se observaron picos a los 418 nm, 560nm y 
604 nm y 445 nm además los hombros a los 428 nm y a los 528. 
Incrementandose también la absorbancia con la adición secuencial de 
antimicina, CN, HQNO, mixotiazol, OPA y ditionita 

En este caso los pigmentos carotenoides interfirieron en mayor medida en la 
medición, debido a que estos organismos al crecerlos en presencia de 
carbonato de calcio y etanol sintetizan niveles más elevados de carotenos 
incluso puede notarse a simple vista un color rojizo en la preparación, a 
diferencia de las células de G/M+CN que presentan una coloración 
amarillenta. 

Debido a lo discutido anteriormente se puede decir que este método que 
utiliza varios sustratos e inhibidores para la detección de citocromos 
espectroscópicamente no es una buena aproximación para diferenciar la 
cantidad de oxidasas alternas y clásica a temperatura ambiente, ya que a 
pesar de donar electrones a diferentes niveles y ser inhibidos sólo ciertos 
complejos respiratorios, no puede obtenerse una reducción diferencial de los 
citocromos Esto es en parte debido a que los inhibidores actúan como 
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figuras 18 y 19. Espectros diferenciales de células crecidas en Etanol. Se muestra la 
secuencia de reducción en respuesta a lactato (A) o succinato (B) y KCN, Antimicina y 
ditionita. El experimento se realizó como en las figuras 14 y 15. 
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reductores para varios componentes de la cadena ya que además de actuar 
en el sitio blanco que se ha descrito para ellos producen una reducción 
consecutiva de Jos componentes que se encuentran antes en la cadena de 
transporte electrónico. 

Tabla 9 Contenido relativo de citocromo b y citocromo aa3 en mitocondrias de células 
crecidas en Etanol y G/M+CN, determinado por espectros diferenciales. Las 
concentraciones fueron calculadas en base a los coeficientes de extinción molar 
reportados para bacterias (560-575 nm) 22 mM-1 cm-1 para el citocromo by (604-630 
nm) 24 mM-1 cm-1, (428.5-445nm) 148 mM-1 cm-1 para el citocromo aa3 (García­
Horsman y col s., 1994; Siedow y M oore, 1993 ). Los valores representan el promedio ± 

error estandar del número de experimentos que se indican. Las mitocondrias se 
incubaron por 30 min a una concentración de 2mg/ml en KME:glicerol ( 1: 1 ). Una de las 
celdas (experimental) se redujo con distintos sustratos y distintos inhibidores mientras 
que la otra celda (referencia) se mantenía oxidada con aire. 

Mitocondnas pmol/mg pmol/mg pmol/mg n 
crecidas en sustrato (citb) (citaa3) (cit.aa3) 
medio (560-575nm) (604-630nm) (428.5-445nm) 

G!M+CN L-láctico 198±3 5 106±8 50±7 8 

Etanol L-láctico 178±14 102±7 47±6 10 

Las concentraciones de citocromos encontradas en estos espectros se 
muestran en la tabla 9, en donde se observa que la cantidad de citocromo by 
citocromo aa3 son similares en las células crecidas en G/M+CN y las 
células crecidas en etanol. 

En los experimentos en los que se utilizó succinato como sustrato, el tiempo 
de preincubación fué más largo ya que a tiempos más cortos no es posible 
tener un espectro con máximos de absorción bien definidos. Es probable que 
en presencia de este sustrato se alcance la anoxia más rápidamente que en 
presencia de láctico. Por lo que obtendríamos completamente reducidos a 
los citocromos en estas condiciones, definiendose mejor sus picos 
característicos.No se encontró diferencia significativa en Ja cantidad de 
citocromos cuando se utiliza lactato o succinato como reductores. 
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Los valores encontrados para el citocromo b y el aa3 son muy similares a los 
reportados por Buetow y Buchanan ( 1965) además no se encontró una 
diferencia en citocromo aa3 cuando se reduce la muestra con CO o cuando 
se reduce la muestra con distintos sustratos e inhibidores. 

TMPD oxidasa 

Con el objetivo de identificar cuantas oxidasas participan en el transporte 
electrónico en Euglena así como determinar su sensibilidad a inhibidores 
como el CN se evaluó el consumo de oxigeno en presencia de TMPD. En la 
figuras 21 y 22 se muestran las gráficas correspondientes a la inhibición 
proporcionada por diferentes concentraciones de KCN en mitocondrias de 
células crecidas en G/M+CN o Etanol. En las figuras 23 y 24 se muestran 
las gráficas correspondientes a la inhibición proporcionada por diferentes 
concentraciones de OPA en mitocondrias de células crecidas en G/M+CN o 
Etanol. La Km para TMPD fue calculada de una gráfica de concentración de 
sustrato contra velocidad de respiración (Fig. 25 y 26).Estos ensayos fueron 
hechos tanto en mitocondrias de células crecidas en un medio de G/M+CN o 
en un medio con Etanol. La Figura 20 muestra un trazo representativo de la 

TMPD oxidasa. ,,""'""'"'" 
~ 

Figura 20. Trazo representativo del consumo de oxígeno de mitocondrias de Euglena 
gracilis . Se agregaron de 3 a 5 mg de proteína al medio KME en presencia 7 mM de 
ascorbato, después de 5 min de preincubación, se agregaron: 1 mM de TMPD y 20 mM 
de azida de sodio. 
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Figura 21. Inhibición por KCN de la respiración de mitocondrias de células crecidas en 
G/M+CN (A) y la representación de Dixon (B). Las mitocondrias se incubaron durante 
5 min en el medio SHE y en presencia de antimicina O.O 1 mM, ascorbato 7 mM, así 
como las concentraciones indicadas de inhibidor. Después de los 5 min se agregó 1 mM 
de TMPD, y después de registrar la velocidad de respiración se agregó 20 mM de azida 
de sodio. 
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Fig. 22 .. Inhibición por CN de la velocidad de respiración estimulada por TMPD. Se 
utilizaron mitocondrias de células crecidas en Etanol(A) y la representación de Dixon 
(B ). El ensayo de consumo de oxigeno se realizó como se indica en la figura 21 en 
presencia de las concentraciones indicadas de CN. 
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Fig 23. Inhibición por DPA de la velocidad de respiración estimulada por TMPD. Se 
utilizaron mitocondrias de células crecidas en G!M+CN (A) y la representación de Dixon 
(B ). El ensayo de consumo de oxígeno se realizó como se índica en la figura 2 J eu 
presencia de las concentraciones indicadas de DPA 
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Figura 24.- Inhibición por OPA de la velocidad de respiración estimulada por TMPO. 
Se utilizaron mitocondrias de células crecidas en Etanol(A) y la representación de Dixon 
(B). El ensayo de consumo de oxígeno se realizó como se indica en la figura 21 en 
presencia de las concentraciones iudicadas de OPA 
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Figura 25.-Dependencia de la velocidad de respiración en la concentración de TMPD. 
(A) mitocondrias de células crecidas en G/M+CN y (B) la representación de Lineweaver 
y Burke. Las mitocondrias se incubaron durante 5 mi:n en el medio SHE y en presencia 
de antimicina O. O 1 mM, ascorbato 7mM mM, al termino de la incubación se añadió la 
cantidad indicada de TMPD y después de registrar Ja velocidad de respiración se agregó 
20 mM de Azida de sodio. 
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Figura 26.-Dependencia de la velocidad de respiración en la concentración de TMPD. 
(A) mitocondrias de células crecidas en Etanol y (B) la representación de Lineweaver y 
Burke. Las mitocondrias se les trato de la misma manera que en la figura 25. 
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Las figuras 21 y 22 usando TMPD como sustrato revelan dos pendientes 
que son indicativas de la cantidad de oxidasas presentes en este organismo, 
debido a que una de Ja pendientes corresponde a una oxidasa de alta 
afinidad y otra a una oxidasa de baja afinidad es decir que una oxidasa 
requiere de una concentración muy alta de CN para inhibirse y otra requiere 
de concentraciones bajas para inhibirse. Esto mismo puede verse en las 
figuras 23 y 24 usando las mismas concentraciones de DPA (lnhibidor de 
cadena alterna en plantas). En donde se presentan dos pendientes (una de 
alta y otra de baja afinidad) que indicarían Ja presencia de dos oxidasas 
alternas. Pero el OPA es una inhibidor inespecífico el cual puede afectar 
otros sitios incluso la oxidasa clásica, provocando con ello la presencia de 
dos pendientes. Como estos ensayos son una medida indirecta de la cantidad 
de oxidasas presentes es posible que este organismo contenga más de una 
oxidasa alterna al igual que P.denitrificans .. R.spheroides y R. capsulatus. 

La cinética obtenida al variar la concentración de TMPD demuestra que 
existe una similitud en la actividad de TMPD oxidasa de ambas 
preparaciones ya que ambas preparaciones presentan una curva hiperbólicas 
sugiriendonos que no es una enzima cooperativa o alosterica.AJ ver el 
inverso de Ja gráfica puede compararse que solo existe una pendiente, es 
decir una sola enzima TMPD oxidasa pero en las graficas obtenidas para 
ambos tipos de células pueden observarse puntos dispersos que pudieran 
definir otra pendiente de tal fonna que se podría pensar en Ja existencia de 
otra oxidasa aparte de la clásica lo cual no resulta extraño debido a Ja 
presencia de dos o más oxidasas en bacterias gramnegativas como las 
mencionadas anterionnente. 
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Tabla 1 O Constantes de inhibición y de sustrato (Ki y Km) para mitocondrias de células 
crecidas en CN o Etanol. Las mitocondrias se incubaron en presencia de diferentes 
concentraciones de inhibidor o sustrato y las constantes fueron calculadas de una gráfica 
de Dixon o Lineweaber y Burke. Los valores representan el promedio expresado en µM 
± error estándar del número de experimentos que se indica entre paréntesis. Las 
mitocondrias se incubaron ( 1 mg/ml) por 5 min en el medio SHE, ascorbato (7mM) y 
antimicina O.OlmM después de lo cual se agregó TMPD lmM y esta respiración fue 
inhibida con azida 1 mM entre 80 y 90%. 

Mitocondrias de 
células crecidas en G/M+CN 
Inhibidor Ki 1 

CN (µM) 27±4.4 (4) 
Ki 2 

245±8 (4) 

Etanol 
Ki 1 

16±5 (4) 
Ki2 

129±7.6 (4) 

OPA (µM) 64 (1) 360 (1) 37 (1) 216(1) 

Km(TMPOmM) 
TMPO (mM) 1.3 (1) 2.7 (1) 

Vmax (ngatmO/min/mg) 
35 23 

A partir de la cinética de inhibición se calcularon los valores de la constante 
de inhibición (Ki).Estos datos se muestran en la tabla 1 O. Encontrandose dos 
Ki que representan una menor insensibilidad al CN cuando las células son 
crecidas en presencia de este inhibidor. Los datos encontrados son mayores 
que los obtenidos por Oevars y Cols. ( 1992) en mitocondrias crecidas en 
peptona+ acetato y en G/M y también mayores que los obtenidos por Uribe 
(1992) en células crecidas en G/M. Con respecto al valor obtenido al crecer 
las células en presencia de Etanol las cuales mostraron una sensibilidad (dos 
Ki) un poco mayor para este inhibidor. Esto nos habla de que la actividad de 
la cadena alterna presente en este organismo es inducida por un inhibidor o 
por la fuente de carbono como lo sugirieron Sharpless y Butow ( 1970). 

Al utilizar diluciones con OPA que es inhibidor de cadena alterna se obtiene 
también dos Ki. En las células crecidas en G/M+CN la sensibilidad al 
inhibidor es menor que en la encontrada para células crecidas en Etanol. 
Esto sugiere, que la presencia de CN en el medio de cultivo hace que se 
produzcan más oxidasas (espectros diferenciales con CO) provocando con 
ello una insensibilidad parcial a inhibidores de cadena clásica y alterna 
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viendose reflejado en la tabla 4 aunque no hubo una insensibilidad como la 
obtenida por Sharpless y Butow ( 1970). En células crecidas en un medio 
con etanol, se produjo un incremento en las oxidasas y en la insensibilidad 
parcial por la acción de los inhibidores (HQNO, antimicina y mixotiazol) 
siendo también éste (etanol) un buen agente para el incremento de la cadena 
alterna y clásica. 

Se llevó a cabo una evaluación de la dependencia de la velocidad de 
respiración con respecto a la concentración de TMPD, hallandose una Km 
más baja para las células crecidas en G/M+CN (ver tabla 1 O) y una más alta 
para las células crecidas en presencia de etanol. Esto nos indica que las 
oxidasas de las células crecidas en G/M+CN son más afines por su sustrato 
que las de células crecidas en etanol. 

Con el uso de concentraciones excesivamente altas de CN y OPA (por 
arriba de los 160 µM) no se incrementa aún más la inhibición, y esto es 
probablemente debido a que a estas concentraciones la integridad de la 
mitocondria se ve afectada presentandose incluso un incremento en el 
consumo de oxígeno debido a un efecto desacoplante. 

Cromatografía líquida de alta presión de los extractos. 

Para saber el tipo de oxidasas que forman parte de esta cadena se realizó 
HPLC en donde se detectan los grupos hemos constituyentes de estas 
oxidasas. Se utilizaron como referencia muestras de bacterias como E.coli., 
Paracoccus denitrificans., así como también mitocondrias de mamífero., y 
de Euglena gracilis crecidas en los medios de Glutamato/Malato, 
Glutamato/Malato+CN y Etanol (Fig.27 y 28). 

La figura 27 muestra los picos de absorción obtenidos para las diferentes 
muestras. En las muestras de E.coli se detectaron picos de absorción a los 
6.43 min y a los 14.44 min característicos de los hemos de tipo b y o 
respectivamente. En la preparación de P.denitrificans se detectaron hemos 
del tipo b y a (6.37min y l 2.57min), mientras que en las muestras de 
mamífero se detectaron solamente los hemos de tipo b y a. Por otro lado, 
Euglena gracilis crecida en presencia de Glutamato/Malato, 
Glutamato/Malato+CN o Etanol presentó los hemos del tipo by a (6.40 min 
y 12.80 min). Esto último sugiere que las mitocondrias de Euglena gracilis 
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tienen una gran similitud con las células de Paracoccus denitn"ficans y no 
con E.coli ya que no presentan el hemo de tipo O. 

En todos Jos casos el grupo hemo c no apareció debido a que está unido 
covalentemente a la apoproteína. Hay que recordar que este hemo es el más 
externo y se encuentra en el espacio intermembranal (Rawn, 1989). Por esa 
peculiaridad este grupo hemo es de muy fácil separación en presencia de 
solventes orgánicos, por ello mismo este grupo hemo es el más estudiado 
hasta la fecha, y es el más conservado en Ja naturaleza (Rawn, 1989; Buse y 
cols., 1989). La metodología de la preparación de las muestras para ser 
leidas en el cromatograma, utiliza solventes orgánicos como la acetona con 
el fin de extraer todos los pigmentos por una columna de Sephadex y con 
ello evitar la interferencia de estos pigmentos en la lectura de los hemos. 

Cuando se corren conjuntamente muestras de Euglena gracilis crecidas en 
Etanol y Paraccocus denitrificans pueden apreciarse tanto los hemos del 
tipo b, como del a pero no del tipo o.Si se hace lo mismo con extractos de 
mitocondrias de Euglena gracilis crecidas en Etanol y células de E.coli se 
pueden observar los hemos del tipo b, a y o. Estos experimentos corroboran 
las observaciones anteriores.(fig. 27) en donde Euglena gracilis carece del 
hemo tipo o_ 

El hecho de que unicamente se encontraran hemo del tipo b y aa3 en 
Euglena gracilis y que estos hemos estén en cantidades mayores cuando las 
células se crecen en presencia de un inhibidor (CN) seguidas del tipo de 
sustrato como etanol y G/M muestra que el incremento sí depende de la 
presencia del inhibidor y del sustrato como lo sugiere Sharples y Butow 
( 1972) pero que ninguno de éstos es factor condicional para la 
sobreexpresión diferencial de una oxidasa alterna debido a que tanto el 
hemo de vía alterna como el de vía clásica se incrementan de igual manera 
sin predominar una con respecto a la otra vía y esto es corroborado con las 
cantidades obtenidas de los espectros (Ditionita vs Ditioninta en presencia 
de CO). La presencia de estos hemos en Euglena gracilis sugiere una 
relación más estrecha con Paracoccus denitrificans y Rhodospirillacea que 
son bacterias gram negativas (Ambler y cols., 1991; Raitio y Wikstrom, 
1994) más que una relación con Escherichia coli debido a que Euglena 
gracilis no presenta un hemo de tipo o como lo había sugerido Devars y 
col s. ( 1992) y Uribe y Moreno -Sánchez ( 1992) 
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Fig. 28. Cromatograma obtenido con muestras de Euglena gracilis crecida en presencia 
de Etanol, Paraccocus denitrificans y Escherichia coli. Las muestras se procesaron 
como se indica en la figura 16 excepto que se utilizaron dos muestras a la vez. 

Actividad de quino) oxidasa 

Se estudió el consumo de oxígeno en presencia de varios tipos de quinonas 
en mitocondrias de células crecidas en G/M +CN sin embargo, solo Ja 
quinona 1 fue capaz de estimular el consumo de O a una velocidad de 91 
ngatü/min/mg en presencia de antimicina (5 mM) y de DTT. En Paracoccus 
denitrificans (Oliver-Mattias y cols., 1994) reportan una actividad específica 
para quino) oxidasa ba3 purificada de 40 unidades por mg utilizando un 
método fotométrico y ubiquinol 1 como sustrato. Lo que significa una 
evidencia de cadena alterna en estas mitocondrias y que la oxidasa que 
forma parte de esta vía alterna es una quino) oxidasa. 
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La quinol oxidasa más caracterizada hasta la fecha es la que se encuentra en 
células de Escherichia coli. Este organismo oxida también ubiquinol 1 en 
presencia de inhibidores de cadena clásica (Chepuri y cols., 1990). Lo que 
no es sorprendente debido a la presencia de una cadena de vía alterna (bo) y 
también a que este ubiquinol es oxidado por la mayoría de los organismos in 
situ . Arum maculatum oxida ubiquinol 1 a 390 nmol O/min/mig (Rich, 
1978;Raga~ 1978). 

En Euglena gracilis a pesar de que se oxida Ql a altas velocidades se han 
encontrado Q9 y Q8 en mayor cantidad y probablemente estas sean las 
quinonas que se utilicen como donadores de electrones durante el 
crecimiento de este organismo (Threffal y Goodwi~ 1964; Pwols y 
Hemming, 1966). 

Por lo expuesto anteriormente proponemos que existe una gran similitud 
entre las oxidasas alternas de Euglena gracilis y Paracoccus denitri.ficans la 
cual es del tipo ba3 y reacciona con CO, CN y azida disociandose el pico a 
Jos 420-428 nm mismo que se presenta en mitocondrias de Euglena gracilis, 
Ja diferencia radica en que en este organismo el alto contenido de carotenos 
interfiere con la definición de este pico. Una vez que se purifique Ja quinol 
oxidasa de Euglena gracilis el tipo de hemo podría evaluarse por el método 
de piridin hemocromógeno como fue evaluado por Williams (1964) para Jos 
hemos del complejo IV en hígado de rata. 
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DISCUSION 

La presencia de una vía alterna en este protista (Euglena gracilis) fue 
evidenciada en 1970 por Sharpless y Butow quienes encontraron que este 
organismo es insensible a inhibidores como antimicina y KCN. Además de 
proponer que Ja cadena alterna puede ser inducida por la presencia de un 
inhibidor en el medio de cultivo o por la fuente de carbono utilizada. Nosotros 
encontramos evidencia que apoya esta idea ya que después de hacer una 
caracterización de la oxidasa alterna (como su actividad y niveles de 
expresión); encontramos que los medios G/M+CN o Etanol inducen un 
incremento moderado en cadena alterna con respecto a las de G/M, pero no se 
encontró una insensibilidad a inhibidores de cadena clásica tan notable como la 
que obtuvieron Sharpless y Butow quienes utilizaron dos medios uno que 
contenía succinato+antimicina y otro que contenía acetato. 

Además de observar en este trabajo el incremento de la oxidasa alterna, se 
observó, un incremento en la oxidasa clásica no variando significativamente la 
relación de la oxidasa o/aa3. Lo cual había sido reportado por Devars y cols. 
( 1992) quienes evaluaron esta relación en células crecidas en G/M y peptona 
+acetato. Esto es indicativo de que la actividad de ambas vías deben compensar 
Ja producción de energía en condiciones de stres, es decir, que el incremento en 
la cantidad de la oxidasa alterna no es suficiente para el requerimiento celular, 
por lo que la oxidasa clásica tiende a compensar este deficit; incrementandose 
de igual manera. Por otro lado la cantidad de oxidasa no refleja necesariamente 
una mayor actividad de la vía, ya que los porcentajes encontrados para Ja 
inhibición con DPA y de cadena clásica no variaron en proporción al aumento 
en la cantidad de oxidasa alterna. Se encontró también que al utilizar TMPD 
como sustrato, existe una mayor insensibilidad tanto a KCN como a OPA con 
respecto a los valores obtenidos por Devars y cols. (1992) y Uribe (1992) y al 
igual que estos autores las gráficas de inhibición presentan dos pendientes 
sugiriendo que estos inhibidores afectan tanto a Ja vía clásica como a la alterna. 
La afinidad encontrada para TMPD (Km) es muy similar para ambos tipos de 
células y parece ser que existen al menos dos tipos de oxidasa (TMPD 
oxidasa) como ocurre en Paracoccus denitrifans y Khodobacter spheroides y 
Rhodobacter capsulatus y el resto de las bacterias gram-negativas. 
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Figura 28. Componentes del transporte de electrones en Paracoccus denitri.ficans. Tomado 
de Raitio ( 1994 ). 

En cuanto a Ja naturaleza de la oxidasa alterna se encontró evidencia de que 
este es una quinol oxidasa ya que estas mitocondrias son capaces de oxidar 
quinona-1 en presencia de antimicina. 

Los ensayos de HPLC descartan la idea de la presencia de un citocromo bo en 
Euglena gracilis como había sugerido Devars y cols., (1992). En este trabajo 
se obtuvo evidencia para sugerir que la oxidasa alterna pertenece al tipo bb3 
por la presencia de hemo tipo b revelada en este ensayo, pero es más 
probablemente que sea del tipo ba3 ya que, se detectó Ja presencia de hemo 
tipo aa3 junto con el hemo del tipo b . Lo anterior es apoyado por los trabajos 
de de Guier y cols.(1994) y de Oliver-Matthias y cols. (1994) quienes 
encontraron una oxidasa alterna del tipo ba3 en Paracoccus denitrificans, la 
cual reacciona con CO y presenta picos de absorción que se desplazan a través 
del espectro y que corresponden a los encontrados por nosotros en Euglena 
graci/is. Además, Jos ensayos de HPLC realizados con muestras de 
Paracoccus denitrificans, revelaron la presencia de hemos del tipo b y del tipo 
aa3. Esta oxidasa fue purificada presentando máximos de absorción a 560nm y 
a 607 nm Jos cuales son detectados en nuestras preparaciones. 

Por lo anteriormente expuesto se propone que existe una relación evolutiva muy 
estrecha entre Euglena gracilis y las bacterias gram-negativas en especial P. 
denitrificans. 
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Debido a Ja gran similitud entre las mitocondrias de Euglena gracilis y este 
tipo de bacterias Gram-negativas; es posible que en algún momento de la 
evolución relacionado con el surgimiento de células eucariotes este tipo de 
bacterias hayan establecido relaciones simbióticas con células del tipo de 
Euglena gracilis que forman parte del grupo de eucariotes más primitivos. 

• 
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CONCLUSIONES 

El incremento en la vía alterna es dado por la fuente de carbono o por la 
presencia de un inhibidor en el medio, solo que este incremento es acompañado 
por un aumento similar en la oxidasa de la vía clásica tanto con respecto a la 
cantidad de citocromos detectados como con respecto a Ja actividad de 
consumo de oxígeno. 

El tipo de hemo encontrado en mitocondrias de Euglena gracilis no es del tipo 
o, sino que es del tipo b similar al que se encuentra en Paracoccus 
denitrificans, lo que permite establecer una posible relación filogenética entre 
estos dos organismos, i.e. entre Paracoccus y Euglenophytos. 

La presencia de dos pendientes en los ensayos de TMPD oxidasas en este 
organismo, en Etanol o G/M+CN demuestra que existen dos tipos de oxidasas 
(clásica y alterna) en estas mitocondrias. 

La adición del CN en los medios de cultivo no es capaz de hacer a las 
mitocondrias totalmente insensibles a inhibidores como la antimicina, HQNO y 
otros. Por lo que este organismo sigue siendo parcialmente insensible a estos 
inhibidores, significando que la actividad de la o las oxidasas alternas no se ve 
incrementada en estas condiciones. 
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PERSPECTIVAS 

Una manera de entender el porqué de la existencia de una oxidasa alterna 
en Euglena gracilis es estudiando las condiciones bajo las cuales Ja vía alterna 
es inducida o expresada, así como su participación en el transporte electrónico 
llevándonos a establecer relaciones evolutivas con otros organismos. 

Se ha observado que en bacterias, Ja anoxia es una condición favorable 
para la aparición de oxidasas alternas, tales como el citocromo bo o el 
citocromo bd en Escherichia coli. Entonces este mismo parámetro podría 
utilizarse para Ja expresión de una oxidasa alterna que no haya sido medida por 
no ser activa en otras condiciones, o bien para evaluar la cantidad de oxidasa 
alterna presente en este organismo (Euglena gracilis) 

Como se sabe que muchas de las oxidasas alternas en bacterias y en plantas son 
quino! oxidasa, sería interesante demostrar que una oxidasa alterna de Euglena 
gracilis pertenezca a este grupo de oxidasas, esto puede evaluarse realizando 
curvas de afinidad usando quinona como sustrato e inhibidores de esta enzima . 

Además faltaría realizar espectros a temperatura de nitrógeno líquido con el fin 
de obtener una mejor resolución de la oxidación o reducción de los citocromos 
presentes en el transporte de electrones cuando este organismo es crecido en 
presencia de CN o Etanol. 

Hacer espectros de piridin hemocromogeno para dilucidar Jos hemos que 
participan en este transporte y para el tipo de oxidasas presentes en este 
orgarusmo. 

Con la obtención de cepas en la que se lesione el DNA que codifique para Ja 
síntesis de Ja oxidasa clásica y quede unicamente el DNA que codifica para la 
quinol oxidasa se podrán hacer ensayos de respiración y/o síntesis de ATP, 
espectofotometría, así como estudios cinéticos en presencia de inhibidores, en 
los que se encuentre involucrada únicamente la quino) oxidasa. 

Por último, faltaría aislar Ja o las citocromo oxidasas (alternas) evaluando el 
bombeo de protones, Ja síntesis de A TP y de Ja secuencia de aminoácidos que 
constituyen a estas hemo proteínas y evaluar algún parentesco filogenético con 
alguna bacteria (Paracoccus denitrificans) o con alguna planta llevandonos a 
ubicar a este organismo en un Reino. 
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APENDICE 1 

ABREVIA TURAS 

Difosfato de adenosina 
Trifosfato de adenosina 
foafato de adenosina 

(m-clorofenilhidrazona carbonil cianuro) 
Cianuro 
Monoxido de carbono 

Dif enilamina 
Ditiotreitol 
( 5-5' ditiobis (ácido 2-nitobenzoico) 

Etilen glicol tetra acétato 

Flavín adenin dinucleotido 
Flavín adenin dinucleotido reducido 
( Carbonil cianuro 4-trifluorometoxifenilhidrazona) 

Acidogama amino butírico 
G lutamato/Malato 
G lutamato/Malato+Cianuro 
Fosfato de guanina 

Acido N-2-hidroxietil peracina-N'2-etanolsulfonico. 
Cromatografia líquida de alta presion 
Heptylhidroxiquinoline-N-oxide 

Fosfato de inosina 

Cetoglutarato deshidrogenasa 
Cianuro de Potasio. 
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KME 

MOPS 

NADH 
NAD 
NADPH 

PDH 
PDHOR 
P:O 

SHAM 
SHE 
SHEA 

TMPD 
TPP 

Cloruro de potasio(120mM), MOPS (10mM) y EGTA 
(lmM) 

acido3- (N-morfolina) propanolsulfonico 

Nicotín amide dinucleotido reducido 
Nicotin amide denucleotido 
Fosfato de nicotin amide dinucleotido 

Piruvato deshidrogenasa 
Piruvato deshidrogenasa /NADP oxidoreductasa 
Relación fosforo/oxígeno 

( Acido-2-sali)cilhidroxamico 
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Sacarosa (150mM), HEPES (25mM) y EGTA (1 mM) 
Sacarosa (150mM), HEPES (25mM), EGTA (lmM) y 0.5% 
de albúmina 

Tetrametil p-fenilendiamina 
Pirofosfato de tiamina 



APENDICE II 

Medio de Glutamato+Malato: 
Elemento 
CaC03 
Fuente de carbono: 
ácido 1-Glutamico 
ácido dl-Malico 
Minerales: 
MgS04 
(NH4)2HP04 
KH2P04 
ZnS04 
MnS04 
Na2Moü4 
CoCL2 
CuS04 
H3B04 
Nal 
FeCl3 
Vitaminas 

Concentración final (mg) en 1 litro de medio. 
0.02 

0.5 
0.2 

0.05 
0.02 
0.08 

0.009 
0.008 
0.002 

0.00016 
0.00039 
0.00028 

0.000012 
0.0005 

Disulfuro de Tiamina (B 1) 0.01 O 
Clorhidrato de Piridoxina (B6) 0.0001 
Cianocobalamina (B 12) 0.01 O 
pH 3 5 ajustado con KOH 

Composición del medio de cultivo Hutner 
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APENDICE III 

Cadena respiratoria alterna en plantas 

La oxidasa alterna es común es todas las plantas en donde se transfieren 
electrones directamente del Ubiquinol al oxígeno y esta transferencia de 
electrones no esta acoplada a la síntesis de A TP (Fig. 6)(Lambers, 1982).Esta 

vía alterna presenta una energía de conservación en el sitio II (entre el 
citocromo b y el c) y el sitio I1I (entre el citocromo a y a3). Así mismo la 
oxidación del succinato, y de NADH por la vía alterna genera potencial de 
membrana (Moore, 1986; Moore y Boner, 1982). Sin embargo la oxidación del 

malato por la vía alterna si genera potencial de membrana (Moore y Bonner 
l 982;Nicholls, 1987) 

Como la oxidación de sustratos por la vía alterna en plantas no genera potencial 
de membrana, la respiración no debería ser estimulada por desacoplentes como 
valinomicina. Bergen y cols ,( 1991) describieron que Ja valinomicina inhibe la 
transferencia de electrones a través de Ja vía alterna . Esta inhibición (entre 1 y 

5µM) no tiene que ver con cambios en el potencial de membrana por que 
también se presenta en ausencia de un potencial (en presencia de K), así como 
en presencia de FCCP. La inhibición de la cadena alterna por valinomicina es 
más potente que por hidroxamatos los cuales tienen que utilizarse en 
concentraciones mM. 
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Fig 6.- Transporte electronico entre los componentes de la cadena respiratoria en 

plantas, mostrando Ja inhibición por SHAM tomado de Nicholls ( J 985) 
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Cadenas respiratoria en bacterias 

La vías de este organismo son muy variadas debido a tres razones: 1) contienen 

diversos tipos de cadenas transportadoras de electrones. 2) Una determinada 
bacteria puede modificar su cadena respiratoria como respuesta a variaciones 
en las condiciones de crecimiento. 3)Muchas cadenas respiratorias bacterianas 
presentan ramificaciones con vías alternativas que transportan los electrones 
hacia una amplia variedad de aceptores terminales de electrones. Esta 
complejidad refleja una gran versatilidad de las bacteria. Por ejemplo E. coli 
posee una cadena respiratoria lineal cuando crece en condiciones altamente 
aerobias, con citocromo o como oxidasa terminal. Si la cantidad de oxígeno es 
limitada, se sintetiza el citocromo d y el flujo de electrones se 
ramifica.Finalmente, en condiciones estrictamente anaerobias los electrones 

pueden ser transferidos al nitrato o al fumarato. Un grado de complejidad aun 
mayor se presenta en las bacterias purpureas no sulfuradas, que poseen una vía 
fotosintética cíclica de transferencia de electrones cuando hay luz, y una cadena 
respiratoriacon oxígeno como aceptor final en la obscuridad: estas dos vías 
comparten un cierto número de componentes comunes.(Figura 9) 

Las cadenas respiratorias de bacterias que crecen en un medio aerobio emplean 
transportadores de electrones similares a los mitocondriales pero no identicos, 
incluyendo proteínas Fe-azufre, flavoproteínas, quinonas y citocrornos.Sin 
embargo solo en unos pocos casos como en Paracoccus denitnficans la 
secuencia y estructura de estos transportadores de electrones son muy similares 
al de las mitocondrias.(Jonnes 1977;Nicholls 1987) 
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