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introduccion

En la mayoria de las células eucariontes las mitocondrias ocupan una porcién
considarable del volumen citoplasmico (25%). La presencia de mitocondrias ha
permitido la aparicion de i bioqt de importancia fundamental en la
historia evolutiva de las células : el T dlismo  aerobio de los
carbohidratos, que permite la utilizacion del producto final de la glucdlisis, el piruvato,
para la obtencién de una gran cantidad de energia, si se compara con la que se obtiene
de un proceso de degradaciéon anaerobia, como es la fermentaciéon ( Darnelt y col.,
1990).

Dentro de !a mitocondria el piruvato es oxidado hasta la formacién de CO2 vy
H20, la energia desprendida de esta oxidacion es suficiente para generar treinta
moiéculas de ATP por cada molécula de glucosa oxidada . En la via completa de la
glucélisis se obtiene una ganancia neta de dos moléculas de ATP.

La mitocondria es un organeio de forma cilindrica elongada, con un diametro
promedio de 1 um . Durante el ciclo celular las mitocondrias presentan cambios
constantes en su forma, asi como cierta movilidad, este fenémeno es conocido como
plasticidad mitocondrial; por otro lado las mitocondras también sufren fusiones mualtiples
entre ellas, asi como posteriores divisiones para generar un numero mayor de
organelos. Se ha demostrado que este fenémeno tiene estrecha relacién con el
citoesqueleto ( Alberts y col., 1994) .

Los estudios de micr: pf. 1 desde hace tiempo que la estructura
mitocondrial comprende dos diferentes as peci d la presencia de
ambas genera dos diferentes compartimientos separados, uno interno, conocido como
matriz mitocondrial y otro entre ambas wmembranas conocido como espacio

intermembranal (Figura 1).




Espacio intermembranal

Matriz mitocondrial

Membrana
extemna

Membrana intema

Rgura 1. Representacién esquemdtica de una mitocondria donde s aprecion
lo membranas infema y exdema: la mofiz mitocondial y el espacio
intermembranal. {Tomado de Stryer, 1991)



De acuerdo a su posicidn espacial, las membranas reciben el nombre de externa
e interna. La membrena externa, que constituye el perimetro de la mitocondria, se

caracteriza por presentar un gran numero de copias de una proteina transmembranal
con funciones de transporte, la porina,

que es muy similar en estructura y funcion a
algunas proteinas que actian como poros en las membranas externas de las bacterias

Gram-negativas. La presencia de los canales de porina confiere una gran permeabilidad
a la membrana externa, ya que permite el paso de moléculas hasta de 5000 Dailtones
de peso molecular, 1o que incluye algunas proteinas de bajo peso molecular. Sin
embargo, aunque una gran cantidad de moléculas pueden traspasar la membrana
externa hacia el espacio intermembranal, pocas de ellas pueden pasar a la matriz,

debido a que la membrana interna, a diferencia de la externa, presenta una selectividad
alta por las moléculas que puden traspasaria.

1.a membrana interna mitocondrial tiene una alta proporcion de proteinas como
constituyentes, alrededor del 75% del peso total de la membrana se debe a ellas. La
alta selectividad de la membrana interna se debe en parte al alto contenido de
cardiolipina (un lipido de membrana conocido también como difosfatidil glicerol ) que se
caracteriza por presentar cuatro acidos grasos en su estructura, lo que favorece la
impermeabilidad a 1a mayoria de 1as moléculas con carga eléctrica (Alberts, 1990).

El papel de la membrana en la funcidn mitoccondrial es muy importante, gran
cantidad de las proteinas presentes son transportadores especificos para moléculas
pequefias que debe ser concentradas en la matriz para el funcionamiento de vias

metabdlicas muy importantes, como son el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la
degradacion de acid

grasos (B-oxidacion). Otro tipo de proteinas embebidas en ia
membrana interma son los complejos multiméricos de la cadena respiratoria, que son
parte esencial de la fosforilacion oxidativa para la generacion de ATP ( Alberts et al
1994), este praceso serd abordado con mayor detalle mas adelante.

El arreglo estructural de la membrana intema produce plegamientos de ia bicapa
lipidica, generando las crestas mitocondriales, estos plegamientos aumentan |a
superficie de la membrana respecto al volumen total del organelo, cuya proporciéon



puede variar dependiendo del tipo celular. El hecho de aumentar el area de la
membrana interna permite que exista una mayor cantidad de proteinas membranales

potencialmente activas.

Generacion de acetil-coenzima A ( Ac-CoA)

La formacion de acetil-coenzima A (Ac-CoA) es el paso inical para el

metabolismo oxidativo mitocondrial, éste se puede generar por dos vias principalmente:
a) por la utilizacion de piruvato proveniente de la glucdlisis ( proceso metabdlico que no
ocurre en la mitocondria, sino en el citosol) y b) por la B -oxidacién en la matriz

mitocondrial.

a) Glucdlisis

En el primer caso e! piruvato es obtenido como producto final de la oxidacién
anaerobia de una molécula de glucosa, la glucdlisis produce dos moléculas netas de
ATP y constituye una via muy primitiva para la obtencién de energia, generalizada
antes de la aparicidn de los metabolismos fotasintéticos aerobios que emplean agua
como donador de electrones y liberan oxigeno a la atmosfera ( Alberts y col., 1994).

En la glucdlisis una molécula de glucosa, una aldohexososa de seis carbonos,
es transformada en dos molécutas de piruvato (formada por tres carbonos), mediante
enzimaticamente y que producen varios

van serie de es
intermediarios fosforilados. Durante este procesos se hidrolizan dos moléculas de ATP

y se producen por fosforilacion a nivel de sustrato cuatro moléculas mas de ATP
(Stryer, 1990) (Figura 2).

En la primera parte de la glucdlisis, la glucosa es convertida a fructuosa 1,6-
bifosfato, por tres reacciones diferentes, una fosforilacién, una isomerizacién y una
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Figura 2. La via de la glucdlisis. (Tomado de Stryer, 1991}



nueva fosforilacion, en esta parte se consumen dos moléculas de ATP. En una segunda
parte la fructuosa 1,6-bifosfato es convertida por medio de una reaccién retroalddlica en
dihidroxiacetona 3-fosfato y gliceraldheido 3-fosfato, que son moléculas isomerizables
entre si. £l gliceraldheido 3-fosfato por una reaccién de oxidacién y una posterior de
fosforilacién, es transformado en 1,3-bisfosfoglicerato, que en una siguiente reaccion
puede transferir un acil-fosfato para la formaciéon de ATP y generacion de 3-

foafoglicerato.

A partir de 3-fosfoglicerato se forma 2-fosfoglicerato, éste por deshidratacion
genera el fosfofeno! piruvato, que también puede transferir el grupo fosfato para la
sintesis de ATP con la formacién de piruvato. Durante la reaccién que transforma al
gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato, que comprende una oxidacion, participa
como acaptor de electrones NAD* para reducirse y dar NADH, que en organismos
aerobios puede transferir sus electrones al oxfgeno por medio de la cadena respiratoria,
regenerdndolo en su forma oxidada . Una vez generado el piruvato en e! citosol es
transportado al interior de la inatriz mitocondrial para su completa oxidaci¢n a CO; y
H,O. Al estar en la matriz mitocondrial, el piruvato reacciona con la coenzima A y por

una descarboxilacién del piruvato se obtiene Ac-CoA con la liberacion de NADH, este
mente > por el complejo de Ila piruvato

procesc esta er
deshidrogenasa, y constituye la via de conexién entre la glucélisis y el ciclo de los

acidos tricarboxilicos. E! complejo de la piruvato deshidrogenasa estéd compuesto por
tres diferentes enzimas que participan en la formacién de Ac-CoA (Stryer, 1990): EI
componente piruvato deshidrogenasa (24 subunidades y pirofosfato de tiamina ,TPP,
como grupo prostético), la dihidrolipoiltransacetilasa (24 subunidades y lipoamida como
grupo prostético) y la dihidrolipoildeshidrogenasa (12 subunidades y FAD como grupo

prostético).



b) La g -oxidacion

La segunda via para la formacion de Ac-CoA es apartir de la degradacion de
Acidos grasos y tiene lugar en la matriz mitocondrial.

Para la entrada de los Acidos grasos (producto de la lipdlisis de triacilgliceroles)
desde el citoplasma a la matriz mitocondrial, @s necesario que sean activados mediante
la formacién de un enlace tiGester entre el grupo carboxilo del acido graso y el grupo
sulfhidrilo de la coenzima A, esta reaccién es catalizada por la acil coenzima A sintetasa
en la membrana externa mitocondrial. Una vez formado, el acil CoA es transportado al
interior de la mitocondria por la carnitina, que es un péptido zwiteriénico formado por
residuos de lisina, para ello ocurre una transferencia del grupo acilo unido a la
coenzima A a la carnitina, para generar acil-camitina, reaccion catalizada por ia
carnitina acii transferasa .

La acil carnitina es transportada de un lado al otro de a bicapa de la membrana
interna por una translocasa. Una vez del lado de la matriz et grupo acilo es transferido a
otra molécula de coenzima A por la acil transferasa Il y se libera en la matriz
mitocondrial en forma de acil coenzima A (Figura 3).

En la matriz mitocondrial e! acil coenzima A puede ser degradado hasta Ac-CoA
mediante el proceso consecutivo conocido como B -oxidacion, donde la molécula de acil
coenzima A pierde dos dtomos de carbono por cada ciclo de degradacion (Figura 4).

La primera reaccién comprende la oxidacion de la acil coenzima A a enoil
coenzima A por la formacién de un doble enlace trans entre el carbono 2 y el carbono 3
con ia participacion de FAD* como aceptor de electrones. Posteriormente ocurre una

) ifica del enoil conezima A para dar el L- hidroxiacil coenzima
A que se oxida con la participacibn de NAD* a B-cetoacil coenzima A. La daltima
reaccion de la B -oxidacion requiere de la participacidon de otra molécula de coenzima A
y por medio de una ruptura de enlace tiol genera Ac-CoA y un acil coenzima A con dos
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Figura 3. Mecanismo de internalizacidn de acil coenzima A a la matriz
mitocondrial por accién de la camitina. (Tomado de Stryer, 1991)
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4. Degradacion de Acidos grasos en la matriz mitocondrial &
B- oxidacion. {Tomado de Stryer, 1991)




atomos de carbono menos que al inicio del ciclo. Ei proceso se repite dependiendo del
numero de carbonos del acido graso.

Una vez formado el acetii coenzima A en la matriz mitocondrial puede ser
utilizado en el ciclo de los acidos tricarboxilicos.

E1 ciclo de jos &cidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs)

El ciclo de los acidos tricarboxilicos constituye la etapa final en los procesos de

oxidacion de moléculas que puden aportar energia, como son carbohidratos, acidos
grasos y aminoacidos.

La principal via de alimentacidon del ciclo ocurre via Ac-CoA, sin embargo existen
otro puntos donde pueden incorporarse directamente otros intermediarios. Por otro lado
el ciclo de los acidos tricarboxilicos puede aportar precursores para vias biosintéticas.

Las reacciones del ciclo (Figura §) tienen lugar por completo en la matriz
mitocondrial: La primera reaccitn comprende la produccion de citrato y coenzima A por
la union de oxalocacetato con el grupo acetilo del Ac-CoA con la adicion de una molécula

de H;0, el proceso es catalizado la citrato sintetasa. La segunda reaccion es una

isomerizacidn de citrato a isocitrato con una deshidratcion y una hidratacion

consecutivas por accién de 1a aconitasa.

La primera reaccion de oxido-reduccién del ciclo ocurre con la descarboxilacion
del i a a- 1l ato por la isoci

deshidrogenasa y la reduccién de NAD*,
con la liberacion de CO;. La suguiente reaccion también es de 6xido-reducciéon cuando
el a-cetoglutarato se convierte a succinil coenzima A con desprendimiento de CO, y
reduccién de otro NAD*

a NADH por accién del complejo
deshidrogenasa.

a-cetoglutarato
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ura 5. El ciclo de los dcidos tricarboxfllicos & ciclo de Krebs . (Tomado de
Stryer, 1991)




La reaccion catalizada por |a succinil coenzima A sintetasa permite la formacion
de un eniace fosfato al acoplar la ruptura del enlace tibester a la fosforilacién del
> GTP) liberando succinato y coenzima A.

difosfato de guanosina (GDP+F/
Posteriormente el succinato se transforma en fumarato por una reaccién de
oxidacion catalizada por la succinato deshidrogenasa, donde el FAD* es el aceptor de
elactrones.
Por accidén de la fumarasa, el fumarato es esterecespecificamente hidratado

para formar L-malato, que a su vez es oxidado para generar el oxalacetato, este tltimo
paso involucra una nueva readuccion de NAD* por la enzima malato deshidrogenasa

(Figura ).
Las moléculas de NADH y FADH, formadas durante el ciclo de los &acidos

tricarboxilicos son oxidadas en la cadena respiratoria mitocondrial con una transferencia
de electrones hasta el oxigeno, acoplado a ese transporte de electrones se sintetiza

ATP por mecanismos detallados a continuacién.

La T ia ial

La transferencia de electrones del NADH y FADH, (provenientes de la glucdlisis,
B-oxidacion y ciclo de los Acidos tricarboxilicos) hacia el oxigeno, libera una gran
cantidad de energia que es empleada para la sintesis de ATP, el proceso en conjunto

recibe el nombre de fosforilacién oxidativa.

En ol transporte de electrones intervienen moléculas con propiedades oxido-
reductoras asociadas a proteinas y que en conjunto constituyen los complejos
respiratorios mitocondriales, que se encuentran embebidos en la ana interna
mitocondrial. Algunos de estos complejos multiméricos son capaces de bombear
protones desde ia matriz hacia el espacio intermembranal a la vez que llevan a cabo el
transporte de electrones. La transiocacién de protones genera una fuerza protén-




motriz constituida por un gradiente de pH y un potencial eléctrico a través de la
membrana, el regreso de los protones a la matriz por accién del complejo de la ATPasa

permite ia formacion de ATP ( Mitchell, 1975) (Figura 6).

Las moléculas asociadas a las proteinas en los complejos respiratorios y que
son capaces de transferir slectrones pueden ser flavinas, centros Fe-S, grupos hemo y
atomos de Cu. La transferencia de electrones de un acarreador a otro se rige por un
concepto electroquimico conocido como potencial redox. que se refiere a ia afinidad
que tiene por los electrones una molécula en su forma oxidada con respecto a su forma
reducida . Asi, una molécula reductora como el NADH tiene un potencial redox negativo
y una malécula con poder oxidante, como el oxigeno, mantiene un potencial redox
positivo. De tal forma que e cambio en Ia energia libre para una reaccién de 6xido-

reduccién puede ser calculado si se conocen los potenciales redox de los reactantes.
de E® rep el pc ial redox

mediante ia siguiete expresion: AG® = -nFAE®, d
andar, F la de Faraday y n el de tranferidos . El cambio en

el potencial redox entre dos acarreadores de electrones es directamente proporcional a
ia gia lib para ir los electrones de uno a otro, este cambio en la
energia libre favorece el bombeo de protones desde ia matriz hacia el espacio

intermembranal (Figura 7).

A de las sims unidas a i i de los resp
transmembranales, forrna parte de la cadena reapiratoria otro grupo hemo unido a una
proteina soluble que se encuentra en el espacio intermembranal. que se conoce como
citocromo ¢ soluble y funciona como acarreador movil de electrones entre Ia ubiquinol
citocromo ¢ oxido-reductasa (compiejo bc,) y la citocromo c oxidasa. Otrc componernte
movil de la cadena respiratoria es la ubiquinona o coenzima Q, que es reducida por las
fiavoproteinas membranales, y que funciona como acarreador de electrones desde la
i deshidrogenasa hacia el complejo bc,.

ios

NADH deshidog y la St

De acuerdo con la clasificacion de Hatefi y col. (1962) los complejos que
participan en el transporte de electrones y el bombeo de protones para la sintesis de

ATP, son los siguientes:



A

nH* nH*"

citocromo ¢

Espacio intermembranat

Membrana interna —
mitocondrial

ubiquinona

COMPLEJO IV

COMPLEJO | COMPLEJSO M

Matriz mitocondrial

Figura 6. A) Los complejos mitocondriales que participon en la generacion del
gradiente electroquimico de protones acopladamente ol transporte de
electrones. 8) Esquema de la fosforilacidon oxidativa en la mitocondria, donde

se observa el empleo del gradiente electroqulmiceo de protones para ta sintesis
de ATP
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Direccién del tiujo de electrones

Figura 7. Grafica del flujo de electrones desde la oxidacion del NADH hasta la
reduccion del oxigeno para la formacion de agua. Se sefalan 1os valores de
potencial redox de los complejos mitocondriales, asi como los cambios de
energia libre que favorecen el bombeo de protones hacia el espacio
intermembranal. (Tomado de Alberts, 1990)



complejo |

NADH-UQ-oxidorreductasa
Succinato deshidrogenasa complejo il
Ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa compiejo i
Citocromo c oxidasa y compiejo IV
complejo V

ATP sintetasa
En la figuras 8 se representan los complejos respiratorios de acuerdo a su

estructura cristalogrédfica y en la figura 9 se esqumatiza la ruta de transporte de
asi como los inhibidores mas

electrones en la cadena respiratoria mitocondrial,
conocidos para los complejos que pueden translocar protones; también se puede

apreciar el sitio donde el citocromo ¢ soluble puede ser reducido de manera artificial por

el TMPD.
E! complejo | posee mas de 30 subunidades, en su constitucién y su masa
molecular es casi tan grande como la subunidad mayor ribosomal . Los centros

oxido-reductores que presenta son una molécula de flavina (FMN) y 7 centros
i transfiere dos electrones desde e/ NADM a una

binuclearas Fe-S. E! complejo
molécula de ubiquinona, asociado a una transiocacion de protones a través de la

membrana intema. Su funcion es inhibible por la accién de ratencna y piericidina A.

Qtra complejo que puede alimentar la cadena a nivel de la reduccién de
. que transfiere los electrones desde el succinato

ubiquinona, es el complejo i

proveniente del ciclo de los acidos tricarboxilicos. El compiejo Il esta formado por
varios péptidos, los mds grandes en masa molecular conforrman la succinato
deshidrogenasa, la primera de estas subunidades presenta un FAD covalentemente
unido, asi como un centro Fe-S, el segundo péptido, de menor tamafio, también
contiene un centro Fe-S. Se sabe que este complejo presenta un hemo tipo b unido a
una de las subunidades menores, probablemente involucrado en el transporte de

electrones hasta la quinona.




8. Esquema donde se muestran los complejos de la cadena respiratoria y
la ATPasa FiFo. localizados en la membrana interna mitocondrial, asl como ta
ubiquinona y el citocromoc soluble. {Tomado de Gonzdlez-Halphen, 1990}.
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Fgwra 9. Esquema donde se sefialan los componentes cldsicos de lo cadena
respiratoria mifocondrial y la direccion del fiujo de electrones (flechas negras),
asi como los sifios generales de accidn de algunos inhibidores especificos de los
complejos respiratorios {ineas punteados).



Ei complejo Il o bc, presenta un numero variable de subunidades dependiendo
del organismo, en bovino se conocen alrededor de 11, de estos péptidos , tres
participan en ia transferencia de electronss y presentan diferentes grupos redox
asociados. Un centro Fe-S en la subunidad V, un hemo ¢y en la subunidad IV y dos
hemos tipo £ en ia subunidad ill. El complejo 11l puede transferir electrones desde la
ubiquinona reducida hasta et citocromo c soluble, acopladamente a un bombeo de
protones hacia ef o ir al. El transporte de electrones puede ser
inhibido en este punto de la cadena respiratoria por antimicina, mixotiazol o HQNO.

El altimo paso en la transferencia de electrones es efectuado por el compiejo IV,
que toma los ek del cif no c soluble y reduce al oxigeno con la generacion
de agua. A e a esta r ion la citocromo ¢ oxidasa puede translocar

protones hacia el espacio intermembranal.

E! complejo iV presenta dos grupos redox asociados, el hemo a y el hemo a3 ,
asi como dos atomos de cobre (Cua ¥y Cug) . En el bovino se conocen mas de 10
subunidades, pero se sabe que son las dos mas grandes las que paricipan en la
actividad del complejo, presentando estas ultimas homologia con las subunidades de
las citocromo ¢ oxidasas de bacterias, como la de Paracoccus. La actividad del
complejo IV es inhibida por CO, cianuro y azida (Nicholls y Ferguson, 1992)

El empleoc de la energia del transporte electrones permite el bombeo de
protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal por los complejos I, Il y
1V, o que genera un gradiente electroquimico de protones, que es empleado por la
ATP sintetasa (ATP asa F, Fp ) o complejo V; que mediante un reflujo de protones
hacia la matriz mitocondrial transforma la energia del gradiente electroquimico en
energia quimica de enlace para la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi ( Mitchell, 1961,
Mitchell, 1975, Mitchell, 1979).

El gradiente electroquimico también puede ser empleado para el transporte de
cationes a través de la membrana interna en contra de un gradiente de concentracién,



asi como de nucléotidos (ATP, ADP), Pi, piruvato, malato y succinato que dependen de
energia.

€1 acoplamiento entre el transporte de electrones y el bombeo de protones es
indispensable para la sintesis de ATP, si estas funciones son desacopladas por la
di 1 del g iente de protones, la sintesis de ATP se detiene, pero no el
transporte de electrones, y a pesar de que continua el bombeo

de protones, el
gradiente no se genera. Se conocen algunas sustancias capaces de desacoplar estos
procesos mediante el acarreamiento de protones a través de la membrana interna,
equilibrando las concentraciones a ambos lados de la membrana, dando lugar a un
corto circuito por la disminucion la fuerza proton-motriz. Estas sustacias (ionéforos),
que son Aacidos débiles liposoubles, reciben et

nombre genérico de agentes
desacoplantes.

Las oxidasas aiternas

Los estudios de fas mitocondrias de plantas han demostrado la presencia de
algunos componentes proteicos membranales que no tienen contraparte simitar en las

mitocondrias de mamiferos, tal es el caso de las multiples NADH o NADPH

deshidrogenasas, que puaden oxidar las coenzimas enddgenas o producidas fuera de
la mitocondria, asi como la

cia de d: terminales altermas que son

insensibles a cianuro y antimicina. El grado de insensibilidad de las mitocondrias de

plantas a inhibidores del complejo IV, como cianuro, azida y CO, puede ir desde ligera
ia a

p i icia, dependiendo de la fuente biologica (Lance y col.,
1985, Siedow, 1990, Moore y Siedow,1991, Hoefnagel y col.,1995, Day y col., 1994).

La localizacion de la oxidasa alterna de plantas, se ha propuesto en la

membrana interna, con el sitio activo orientado hacia el lado de la matriz, pues se ha
demostrado que el tratamiento con tripsina de particulas submitocondriales disminuye la
actividad insensible a cianuro hasta en un 50%, 1o que no ocurre cuando se realiza el
experimento anal con mi 1.

(Rasmusson, 1990).



Por estudios sobre el estado de reduccion de las quinonas, el uso de analogos
inhibitorios y extraccién de quinonas de la membrana interna, se ha propuesto que el
sitio de bifurcacion de la oxidasa alterna en plantas se presenta a nivel de la poza de
quinonas (Moore y Siedow, 1991). La actividad de la quino! oxidasa es inhibible por
acidos benzohidroxémicos coma SHAM ( Schonbaum y col., 1971 ), por n-propilgalato
(Siedow y Girvin, 1980), disulfiram ( Grover y Laties, 1981 ) y difenilamina (DPA)

(Baker, 1963).

La purificacion de algunas oxidasa alternas en plantas muestra la presencia de
varias subunidades, entre 4 y 7, asi como de algunas protefnas de menor tamafio. En
estudios espectroscopicos no se ha observado la presencia de grupos hemo que
funcionen como grupos oxido-reductores (Palmer y Huqg, 1981).

La existencia de vias alternas del transporte de electrones se conocen para

otros organismos como hongos (Guerin y col., 1994), protistas (Devars y col., 1992) y
( Eriksson, 1995)., en general esta actividad insensible a cianuro presenta
imil a las reportadas para plantas, donde las oxidasas alternas son

de tipo quinol oxidasas, con alta sensibilidad a SHAM y no participan en la generaciéon

del gradiente electroquimico

Por otro lado, existe el antecedente en estudios en mitocondrias aisiadas de
Euglena gracilis, donde no se ha observado sensibilidad clara por SHAM en ia actividad
de oxidasa alterna, y ésta puede generar un potencial transmembranal sensible a
datos no publicados). Es de resaltar que en

desacoplantes (Moreno-Sanchez,
id alterna que participe en la

eucariontes no se ha reportado pri te una
formacion del gradiente electroquimico de protones. Por otro lado, se sugiere que esta
oxidasa alterna de Euglana gracilis, no es una quino! oxidasa, y probrablemente es una

citocromo oxidasa.

En estudios realizados en mitocondrias aisladas de algas clorofitas, como

Chi: én se ha d do actividad de oxidasa alterna por la
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insensibilidad parcial a cianuro en el consumo de oxigeno, y sensibilidad de la actividad
remanente a SHAM, sin embargo no se conoce que tipo de actividad presenta y si tiene

alguna participacion en la fosforilacion oxidativa (Weger y col., 1990, Eriksson y col.,
4995).

La presencia de citocromo y quino! oxidasas terminales alternas que pueden
bombear protones es bien conocida en procariontes (Pustinen y col.,, 1989). Estas
enzimas forman parte de un grupo muy relacionado entre si, conocido como ia familia
de oxidasas respiratorias de fierro-cobre (Garcia-Horsman y col.,, 1994), como son,
entre otras, el complejo bojy de Escherichia coli, los complejos caajs y cao; de Bacilius y
un complejo no identificado totalmente en Paracoccus denitrificans y que presenta

sensibilidad a mixotiazol, pobablemente por que su accidon es conjunta con el complejo
bey .

En la mayoria de los estudios sobre oxidasa alternas en plantas, como ya se
menciond, se he demostrado que no existe participacidn de estas proteinas en la

generaciéon de el gradiente electroquimico a través de |a membrana interna
mitocondrial, en otras palabras, las oxidasa alternas en plantas no bombean protones
hacia el espacio intermembranal (Siedow y col., 1978, Huq y Palmer, 19785, Huq y
Palmer, 1978, Zhang y col., 1996)( Figura 10).

Polytomelia

El género Polytomella fue descrito en 1910 (Arago, 1910) y en 1955 fueron
seis diferentes especies con pequenfas diferencias morfologicas,
provenientes de sitios muy distintos desde el punto de vista ecoldgico
{Pringsheim,1955). En clasificaciones actuales, Polytomella es ubicada dentro del
phylum Chiorophyta en la familia Chlamydomonadaceae junto a géneros como
Polytomna y Chlamydomonas (Melkonian, 1990) (Figura 11). Una caracteristca especial

aisladas pero

de Polytomnella es el que es uno de los pocos géneros de clorofitas Que carece de
[ idad fotosinté

al no presentar cloroplastos en ninguna de las etapas del ciclo



complejo IV

NADH deshidorgenasa
externa

NaDH NaD*

0, Qo
complejo! ‘:3:;'.1 i complejo Iif

oxidesa alterna

Figura 10. Componentes de la cadena respiratoria mitocondrial de plantas
donde se puede observar una NADH deshidrogenas externa { pueden exstir
mads de un tipo) y una oxidasa alternas [quinol-oxidasas). (Tomado de Moore y

Siedow, 1991}



Reino Protoctista

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Chlamydomonadales -
Familia Chlamydomonadaceae
Género Polytomella

Figura 11. A) Fotografia de Polytomella spp. tomada por Jorge Sepulveda,
encargado de la  Unidad de Microscopia Electronica del instituto de Fisiologia

Celular, UNAM 8) ubicacién taxondmica del género segin Melkonian
(Melkonian, 1990).



de vida. Otro aspecto caracteristco de Polytomel/a es la ausencia de pared o cublerta
celular, que si se presenta en la mayoria de los géneras de clorofitas (Conner, y col.,

1989).

Los organismos comprendidos dentro del género Polytomella son unicelulares,
caracterizados por la presencia de cuatro flagelos apicales, y como ya se mencioné, por
la carencia de cloroplastos y pared celular glucoproteica. El andlisis por microscopia
ha demostrado que dentro de las células se encuentran gréanulos de almidén como

rasesrva de energfa, que se han detectado por métodos de tincién con yodo , y Que son
i6n en gradiente de sacarosa (Sheeler y col., 1968).

lables por centrifi

Las dimensiones de la células oscilan entre 17 um de largo y 11 um en la parte
mas ancha (Lewis y col., 1974). Otro tipo de estudios de microscopfa electrénica

muestran variaciones en la disposicion y forma de las mitocondrias dependiendo del
en la drial. Ourante

estado metabdlico de ia célula, y que se J]
ias etapas de crecimiento exponencial es posible observar numerosas mitocondrias
(alrededor de cuarenta) de forma elongada y distribuidas en una zona a manera de
banda en la periferia de la céjula; cuando los cultivos estan cerca de la fase
estacionaria puede observarse una sola mitocondria, que ha sido considerada como
resultado de la fusion de las mitocondrias que se observan en fases tempranas del
cultivo. La modificacién en el numero y tamafio de las mitocondrias puede ser resultado

de la demanda de la actividad respiratoria, ya Que sabe que el consumo de oxigeno y
driales en Polytormella declinan hacia la

la actividad especifica de las er
fase estacionaria de crecimiento (Cantor y Withroe, 1970, Cooper y Lioyd, 1972). Asi,

es posible que la disminucion en el niumero de mitocondrias este relacionada con la

reduccién de la actividad respiratoria (Burton y Moore, 1974).

Ei hecho de que existan géneros de algas incoloras, como es el caso de

Polytomels dentro de las Chlamydomonadales, permite reconstruir, al menas en parte,
ia historia utiva de la clor Se ha propuesto el origen de esta rama de algas no

fotosintéticas, a partir un grupo anceatral, similar a Chlamydomonas, que perdio la
ta (pared) celular(Round, 1980). Existen trabajos que
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demuestran la similitud entre Poly lla y Chlamydk 1as, a nivel de microscopia
elactrénica en la estructura del aparato flagelar (Brown y col., 1976,) y apoyada
recientemente por estudios a nivel de secuencia en los genes nucleares B-tudb que
codifican para {a tubulina en ambos géneros y que indican una similitud del 98%; un uso
de codones muy parecido y una posicion de intrones similar (Conner y col., 1989). Asi
mismo se sabe que existe una alta similitud entre las secuencias proteicas, (73.8%) de
la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa, codificada por el gene mitocondrial cox /, de
Poly y Chiamy , que demuestra que el origen del grupo de algas
incoloras, a partir de! tronco de las Chlamydomonadales, ocurrié posteriormente al
evento endosimbiético entre el ancestro eucarionte y el ancestro mitocondriat
(Antaramian y col., 1996).

Para el estudio de Polytomella, se han desarrollado cultivos donde puede
mantenerse empleando acetato como uUnica fuente de carbono, y enriquecidos con
bacto triptona y extracto de levadura, sin agitacion, entre 25° y 29° C (Pringsheim,
1955). Es necesaria la adicion de tiamina y cianocobalamina al medio de cultivo para
mantener en un nivel alto el contenido de grupos hemo tipo a, b y ¢, ya que la ausencia
de estas vitaminas reduce ta cantidad de estos grupos redox entre un 80 y 90% para
los dos primeros, y un 40 % para el hemo tipo ¢, pr do iones en Ia
estructura de las mitocondrias (Cantor y Burton, 1975).

Existen pocos estudios sobre la funcién mit: wdrial en Poly ila, paro se han
aislado mitacondrias donde se ha podido determinar la presencia de hemos tipo b, ¢, ¢y,
a y a3 , fiavoproteinas y sensibilidad en el transpore de electrones a antimicina,
rotenona, piericidina y altas concentraciones de cianuro, lo cual indica la presencia de

una de porte de os {Lioyd y Chance, 1968). Otro tipo de
estudios d con Poly la han exp dife! pect del
i d uno de elios demuestra que la actividad de succinato

NADH y citocromo ¢ iye en drias asil a

partir de cultivos crecidos en presencia de cloramfenicol, Que es un inhibidor de la
sintesis proteinas en mitocondrias (Lloyd y col.,, 1970). También se ha descrito la




posible induccion de un sistema enzimatico mitocondrial que permite el crecimiento con
propionato como uUnica fuente de carbono (Lioyd y col.,1968).

La reproducciéon en Polytomelia ocurre por fisidn binaria, en una fase asexual, y
por una fase sexual de tipo isogamética (Figura 12, estadios 1 a 5). La division de la
célula en |a fase asexual inicia desde la parte posterior (opuesta a los flagelos) y
termina con una separacion en la parte anterior hasta que se han formadolos cuatro
nuevos flagelos, el proceso tomé entre 5 y 6 minutos. La iscgamia puede ocurrir
durante cualquier fase de crecimiento del cultivo (Figura 12.estadios 15 a 25), pero la
frecuencia aumenta cuando la poblacion alcanza una mayor densidad. Los isogametos
monoicos son ligeramente menores en tamafic que los células vegetativas. Cuando

ocurre el contacto, los isogametos se fusionan por ia parte anterior generando un cigoto
que solo p ita cuatro fl.

y movilidad como el resto de las células, este estadio
puede durar de 3 a 3.5 horas, hasta que comienza a reducir su movilidad y se forman
placas de division para generar 4 células hijas, de las cuales solo una retiene los cuatro
flagelos originales, 1as tres restantes los generan posteriormente.

€ pr de enqui

nto ocurre en respuesta a las condiciones del medio y
se presemta en cultivo poco antes de la fase estacionaria, durante esta etapa mas del
B80% de la poblacion esta constituida por quistes. El enquistamiento inicia cuando 1a

célula vegetativa reduce su movilidad, toma una forma esférica y comienza a

desarrollar la cubierta del quiste , se presenta una reduccién de los organeios celulares,
y aparentemente se pierden los flagelos (Lewis,y col.,, 1974, Brown, y col., 1976g,
Brown, y col.,1976¢ ) (Figura 12).

El estudio de los complejos mitocondriales purificados en protistas fotosintéticos,
asi como en otro tipo de algas relacionadas con Polytomelia, como el caso de
Chiamydomonas, presenta constantamente un problema debido a la contaminacion

con proteinas del cloroplasto, ya que desde los primeros pasos para intentar la

purificacion de proteinas mitocondriales, la fraccion mitocondrial aislada presenta

como contaminates (Atteia, y col., 1992, Atteia, y
col., 1994). Sin embargo, el inconveniente que representa ta

mente anas til idal

cia de p
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DESENQUISTAMIENTO

figura 12, Historia de vida de Polytomelia spp. donde se observan los fases
asexual (1-5) y sexval de reproduccion (1522}, enquistamiento (69 ¥

desenquistamieto {10-14). (Lewis, 1974).




para el estudio de la funcién mitocondrial en algas. no se presenta en Polytornella, ya
que como se menciond con anterioridad, ésta carece de cloroplastos, lo que representa
una ventaja inicial para la purificacion de proteinas mitocondriales. .

Por otro lado, Polytomella presenta otra ventaja sobre Chlamydomonas para el
estudio de la funcion mitocondrial, ya que al no presentar pared celular permite el
empleo de métodos de ruptura celular que ocasionen un minimo dafioc a las
mitocondrias aisladas, y facilite la obtencién de una preparacion mitocondrial con la

mayoria de las membranas intactas.

Aprovechando las caracteristicas de Polytornella se han realizado varios
trabajos sobre los complejos mitocondriales a distintos niveles, como ya se menciond’
se tienen preparaciones purificadas y activas del complejo bc? (Gutiérrez-Cirtos y col.,
1994), de la citocromo ¢ oxidasa (Pérez-Martinez, Vazquez-Acevedo y Gonzalez-
Halphen, datos no publicados) y de la ATPasa F,F, (Atteia, Dreyfus y Gonzalez-
Halphen, datos no publicados); asi como las secuencias de la subunidad | (cox | )
(Antaramian y col., 1996) y parcia! de la subunidad Il (cox Il) (Vazquez-Acevedo y
Gonzalez-Halphen, datos no publicados) de la citocromo ¢ oxidasa.

La obtencidn de de mitocondrias intactas a partir de cuitivos axénicos de
Polytomella debe resultar sencilla, debido a las caracteristicas bioldgicas ya
mencionadas de esta alga incolora.

Hipdtesis de trabajo

E! aislamiento de las mitocondrias de Polytomella con métodos mecanicos
simples de ruptura, como es la homogenizacién manual, y aprovechando la ausencia
de cloroplastos, que reduce la contaminacion por otro tipo de membranas , permitira el
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estudio de la cadena respiratoria y la fosforilacidon oxidativa en algas unicelulares
evitando los inconvenientes por destruccion de mitocondrias y presencia de restos
tilacoidales.

Par los resultados obtenidos anteriormente con Polytornelila se puede esperar la
presencia de una cadena reapiratoria clasica (Lioyd y Chance, 1968), Asl mismo por lo
reportado para Chlamydomonas (Eriksson y col, 1995), que como ya se mencioné es

un género muy vado con Poly la posibilidad de que exista una
cadena alterna del transporte de electrones, insensible a cianuro. :




Generales

Desarrollar un método para el to de mi vdrias int: del alga incolora
Polytomelila que presenten control respiratorio.

Realizar una evaluacién de 1a respuesta a diferentes sutratos oxidables, asi como el
efecto de inhibidores del transporte de electrones.

Particulares

C. i a P on ir a cianuro en Poly L/ b e a
ap de una terminal alterna.

Anaglizar algunas de las ] de la altena y et pape! que tiene
enla o de Po)




Métodos y Materiales

("] i en cultivo y de las de Poly /s spp.

El cultivo original de Polytomelia spp. gue se conserva en el laboratorio proviene
del cepario Semming von Algenkulturen que se localiza en el Pfinzephysiologisches
Institut en ia Universidad de Gottingen, Alemania y ha sido depositada en el cepario del
Departamento de Biotecnologia del CINVESTAV del instituto Politécnico Nacional.

Para ol mantenimiento de cultivos frescos de Polytomelia se inocularon medios
esterilizados preparados de acuerdo a una modificacién a lo reportado por Wise (1955
y 1959), adicionando alicuotas de cultivos en fase exponencial de crecimiento que
constituyeran et 5 % del volumen total de! medio esterilzado. El medio contiene acetato
de sodio 0.4 % p/v, extracto de levadura 0.2 % p/v y bacto triptona 0.2 % p/v, asi como
vitaminas 8, y B,z en concentraciones de 0.01 mg/ml y 0.5 ug/ml, respectivamente,
debido al efecto ya mencionado que provoca la falta de estas vitaminas en (a estructura
mitocondrial y en el contenido de grupos hemo (Cantor y Burton, 1975).

El medio preparado se d en volu de 2 litros dentro de matraces de
base ancha para fa ol ir io de g on cultivos estancados, ya que (8
agitacion produce ruptura celular y disminuye e rendimiento del cultivo, el volumen del
medio ocupaba el 50 % de la capacidad del matraz. Es importante que Ia temperatura
se mantengs entre 25° y 28° C, porque temperaturas fuera de este intervalo provocan
Ia disminucién del ritmo de mutiplicacién y favorecen el enq ito. La a de
células se efectud 48 horas después de la inoculacion, cuando el cultivo se encuentra
en la fase exponencial de 1] to, por dic de una centrifugacion a 3,500 x g
por 10 minutos.
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Al de drias de Poly "

Una vez cosechadas las células se resuspendieron en un amortiguador que
contenia sacarosa 250 mM, MOPS 10 mM EGTA 2 mM a pH 7.5 (SME), para efectuar
un b do por centri ibn a 3,500 x g por 10 minutos. Las céiulas asi lavadas se
resuspendieron para ser homegenizadas en un amortiguador de la mismas
caracteristicas del que se empled para el lavado (SME), mas polivinilpirrotidona (PVP)
al 0.7 % plv, cisteina 0.4 mM y albumina de suero bovino libre de lipidos (ASB) al 0.2
%, adicionando de 12 a 15 ml del amortiguador a las células cosechadas de cada 2
litros de cultivo.

La ruptura de las células se efectud por un medio mecanico manual, empieando
un vastago de tefidén en un tubo de vidrio de un volumen de 10 ml. El homogenado
obtenido se centrifugé a 300 x g durante 10 minutos, descartando el precipitado; el
sobrenadante, donde se localiza la fraccion mitocondrial, se centrifugé a 11,000 x g por
10 minutos, el precipitado obtenido fue resuspendido en un volumen de 1 mi de
amortiguador SME para una incubacion con ADP 2 mM y ASB 0.2 %. Después del
tiempo de incubacion se adiciond un mayor volumen de amortiguador SME (12 ml
aproximadamente) para resuspender la fraccidn mitocondrial para realizar una uGltima
centrifugacion a 11,000 x g durante 10 minutos, el precipitado se resuspendié en | ml de
amortiguador SME y las mitocondrias asi aisladas se emplearon en los ensayos
expearimentales descritos a continuacion. El método de obtencién de mitocondrias se
resume en la figura 13.

Consumo de oxigeno

Para la medicion del consumo de oxigenoc en las mitocondrias se utilizd un
electrodo de oxigeno tipo Clark con un amortiguador de incubacién que contenia KCI
120 mM, MOPS 10 mM, EGTA 1 mM y NaHPO, 1 mM a pH 7.2 (amortiguador KME),
en una camara de 1.9 ml de volumen, con agitacidn constante a 25° C.




AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE Polytomelia

SE COSECHAN LAS CELULAS DE Polytomelia A 3500 X g POR 10 MINUTOS

UNA VEZ COSECHADAS LAS CELULAS SE LAVAN POR CENTRIFUGACION EN
AMORTIGUADOR 1* A 3,500 x g POR 10 MINUTOS.

SE RESUSPENDEN LAS CELULAS EN AMORTIGUADOR 2** .
SE HOMOGENIZAN MANUALMENTE LAS CELULAS
CON UN VASTAGO DE TEFLON.
SE CENTRIFUGA EL HOMOGENADO A 300 x g POR 10 MINUTOS,
DESCARTAR EL PRECIPITADO.

EL SOBRENADANTE SE CENTRIFUGA A 11,000 x g POR 10 MINUTOS.
EL PRECIPITADO SE INCUBA EN UN VOLUMEN DE 1 mi DEL AMORTIGUADOR 1
CON ASB 0.2 % Y ADP 0.1 mM DURANTE 10 MINUTOS.

SE RESUSPENDE EL PRECIPITADOQ Y SE CENTRIFUGA A 11,000 x g POR 10
MINUTOS. EL PRECIPITADO CONSTITUYE LA FRACCION MITOCONDRIAL.

Sacarosa 250 mM “* Sacarcea 230 mM
MOPS 10 mM MOPS 10 mM
EGTA 1 mM EGTA 1 mM
pH 7.8 (Tris) PVP 0.7%
Cisteina 0.4 mM
ASB 0.2 %
oH 7.5 (Tris)

figura 13. Método para el aislamiento de mitocondrias de Polytomella spp.
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Después de incubar las mitocondrias en la camara con el amortiguador KME
durante un minuto ( 1 mg de proteina mitocondrial por ml de amortiguador), se
adicionaron los diferentes sustratos, registrando el consumo de oxigeno en un
graficador conectado al oximetro durante intervalos de 3 a 6 minutos. Los sustratos
empleados fueron succinato 1mM, malato 0.5 mM, glutamato 0.5 mM, a-cetoglutarato
0.5 mM, L-lactato 10 mM y NADH 1mM. La velocidad de respiracion se determiné para
cada caso considerando la solubilidad del oxigeno en agua de 400 ngatomos O,/ ml, a
30°C, a una altitud de 2240 metros sobre el nivel medio del mar.

el de ac niento de las mitocondrias aisladas de
Poly lla, se adicioné ADP 0.5 mM y fosfato (Pi) en presencia de los diferentes
sustratos, con la finalidad de poder calcutar el cociente de la velocidad de respiracion
en presencia de ADP y Pi (estado 3), sobre la velocidad de respiracién en ausencia de
ADP (estado 4), que se conoce como control respiratorio, y es utilizado como un
parametro importante para conocer el estado de integridad de las membranas
mitocondriales.

El efecto de inhibidores sobre el consumo de oxigeno se analizé de dos formas
distintas: en la primera, el inhibidor se agregé a la camara de incubacién una vez que
se habia registrado una linea basal de consumo de oxigeno durante 2 minutos en
presencia de los diferentes sustratos oxidables; en la segunda, las mitocondrias se
incubaron por 1 minuto con el inhibidor, y el su se adiciond iormente. Los
inhibidores empleados fueron cianuro, antimicina y HQNO, considerados como
inhibidores de la via clasica, asi como DPA (Baker, 1963), SHAM (Douce, 1985, Douce,
1977.Bomsel y Calvayrac, 1978) disulfiram (Grover y col., 1981, Kelner y Alexander,
1886) y n -propilgalato (Carre y col., 1988), que son reportados comao inhibidores de
oxidasas altermas.
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Con ios datos de oxidacién de sustratos y respuesta a inhibidores se elaboraron
curvas de sensibilidad, con el fin de poder determinar aigunas de las constantes de

inhibicion para cada caso.

r TMPD oxi:

A d de

Para detectar la actividad en el consumo de oxigeno que corresponde solo a la
citocromo c¢ oxidasa (complejo V), se emplearon los donadores artificiales de
electrones ascorbato y TMPD, que pueden reducir directamente al citocromo ¢ soiuble,
y éste a su vez ser por el iV, que transfiere los electrones al oxigeno.
Estos ensayos se efectuaron en presencia de 1 uM de antimicina para evitar el flujo de
electrones desde el complejo It hacia el citorcromo ¢ soluble. Midiendo de esta forma ia
actividad de citocromo ¢ oxidasa se construyeron curvas de titulacion con cianuro y

DPA.
La actividad de la citocromo oxidasa empleando ascorbato y TMPD como

donadores de electrones se esquematiza a continuacion:

Donadores artificiales
ascorbsto . ... » TMPD ., cit C P 10jO IV ep O:

Flujo de electrones bloqueado por antimicina

complsjo il
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Para o inar la g v+ de potenciales transmembranales por las

mitocondrias de Polytomella se empleo la medicion del cambio de absorbancia de la
safranina, que ocurre como respuesta a un cambio en la magnitud de! potencial
transmembranal (Akerman y Wikstrém, 1976).

Un cambio en Ila intensidad del potencial modifica las propiedades
electrocrémicas de la safranina, lo que permite emplearia como indicador, un aumento
en la magnitud del potencial se refleja en un aumento de la absorbancia de la
safranina.

Para realizar los ensayos se incubaron las mitocondrias (0.8 - 1 mg) en cubetas
de 3 ml con medio KME y safranina 8 uM, posteriormente se adicioné el sustrato
oxidable a la misma concentracion empleada para los experimentos de consumo de
oxigeno, y se registré el cambio de absorbancia en un espectrofotémetro de dobie
rayo en la modatidad de dos haces de luz a 554 y 520 nm. Después se adicionaron
alternativamente los diferentes inhibidores y desacoplantes para observar su efecto en
el potencial transmembranal, todos los experimentos se realizaron con oxigenaciéon
constante y a 30°C.

Sintesis de ATP

Se realizé una cuantificacion de sintesis de ATP en mitocondrias de Polytomelia
por medio de la incorporacién de 32Zp a1 ATP tormado en presencia de diferentes
sustratos oxidables, ¥y en otros casos con inhibidores del transporte de electrones o
desacoplantes.

Las mitocondrias (1 mg) fueron incubadas por 2 minutos en 1 ml de medio KME

con glucosa 5 mM, fosfato de sodio § mM, hexocinasa de levadura , y 2 x 10% cpm/ml
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de P, a una temperatura de 30°C. La concentracién de sustratos corresponde a la

utilizada para los experimentos de consumo de oxigeno.

La reaccidn de fosforilacién se inicié con la adicién de ADP 0.5 mM pH 7.2 a las
mitocondrias pr 1te incubad: con los sutratos y en cada caso con inhibidores o

desacopiantes , después de 3 minutos la reaccion se detuvo con acido tricloroacético
(TCA) al 6% p/v. Posteriormente por centrifugacién se separd el precipitado
correspondiente a la fraccidn mitocondrial, se tomd 1 ml del sobrenadante para realizar
la extraccién del 2P no incorporado a la glucosa por actividad de la hexocinsa. Los
pasos de extraccidn comprendieron el uso de molibdato para atrapar et 2p no
incorporado, solubilizando el complejo molibdato-*?P con acetona y acetato de n-butilo,
para separario de la fase acuosa. Finalmente se efectud una lectura en un contador de
centelleo para determinar la cantidad de ATP sintetizado (Lindeberg y Ernster, 1951).

Deter én de p

Para la cuantificacién de la proteina mitocondrial se empleé el método
desarroilado por Lowry y caol., (1951) con ta modificaciéon reportada por Markwell y col.,
(1978). Se elabord una curva patrén empleando una solucién estandar de ASB para
preparar diez diferentes diluciones con agua bidestilada hasta un volumen finat de 1 ml,
esto dentro de un intervalo de concentracion de 10 a 100 ug/mi, con incrementos
sucesivos de 10 ug/ml para cada dilucién. Posteriormente a cada tubo se le agregaron
3 ml de la soucién (C) prep en una relacién 100:1 de (A) (carbonato de sodio 2%,
hidréxido de sodio 0.4%, tartrato de sodio 0.16% y dodecil sulfato de sodio 0.1%) con
(B) (sulfato de cobre 0.4%) dejando incubar cada tubo preparado por 10 minutos a 20°-
25°C. Después del periodo de incubacion se adicionaron a cada dilucién 3 p! de una
mezcla de reactivo de Folin con agua bidestilada en relacién 1:1 y se incubaron por 30
minutos. De las muestras de mitocondrias aisladas se prepararon diluciones 1:5y 1:10
con agua bidestilada, de estas se tomaron 5, 10 y 15 ul respectivamente, llevando a un
volumen final de 1 mi con agua bidestilada. A continuacién se practicéd el mismo
procedimiento Que para los tubos de ia curva patrén. Finalmente se registréd la
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absorbancia de cada dilucién en un espectrofotémetro a 540 nm, la absorbancia es
proporcional al contenido de proteina.
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Resultados

de mit drias y on de

Uno de los objetivos del presente trabajo era el de obtener una preparaciéon
mitocondrial que presentara control respiratorio, que como ya se menciond en la
seccion de métodos, constituye un parametro muy importante para conocer el estado
de integridad que presentan las mitocondrias.

Para el aislamiento de mitocondrias se desarrolid el método descrito
anteriormente y se exploré su efectividad mediante 1a respuesta a la adicidn de ADP y

plantes en er \Y de oximetria, asi como por microscopia electronica (Figura
14).

Los experimentos de oxidacion de sustratos muestran que las mitocondrias
aisladas de Polytomella pueden consumir oxigeno utilizando succinato y malato como
sustratos, pero no asi cuando NADH, L-lactato o a-cetoglutarato son empleadas como
sustratos oxidables. (Tabla 1)

Se observa en la tabla | que de los dos sustratos qQue estimutan la respiracién,
succinato es quien lo hace en mayor grado; es importante mencionar que las
concentraciones de sustrato empleadas en estos experimentos exceden varias veces,

cerca de cuarenta veces, las Km reportadas para enzimas similares en Euglena gracilis
(Uribe, 1992).

En ningun caso la adicién de ADP estimulé 1a respiracion en las mitocondrias de
Palytomelia (Figura 15- A), de la mi forma, la adicion de d plantes como CCCP
(Figura 15-B) y 2.4-dinitrofenol, no permitié ver algin incremento en ta velocidad de

respiracion, por 1o que no se obtuvo control respiratorio, y aparentemente, las
mitocondrias no presantan acoplamiento entre el transporte de electrones y la sintesis
de ATP, al no poder distinguir diferencias entre un estado 3 y un estado 4 (Figura 15).
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Figura 14. Micrografias de microscopia electrénica de transmisidén de !a
preparacion mitocondrial obtenida con el método descrito, donde se observan
mitocondrias intactas y fragmemtos membranales. Fotografias tomadas por
Jorge Sepulveda de la Unidad de Microscopla Electrénica de Instituto de
Fisiologla Celular, UNAM.



Oxidacion de sustratos en mitocondrias
aisladas de Polytommella

Sustrato ng atomos/ oxigeno/min/
proteina
Succinato 10 mM 25.38 + 3.77
Malato 5 mM 10.23 + 2.53
a-cetoglutarato 10 mM —
NADH 10 mM ~—
L-lactato 10 mM ——

Tabda 1. Velocidad de consumo de oxigeno por las mitocondrias aistadas de

Polytormella utilizando diferentes sutratos.




Con el fin de conocer algunas caracteristicas del transporte de electrones en las
mitocondrias de Poly se on experimentos para analizar la respuesta a
diferentes inhibidores clasicos de |la cadena respiratoria; se selecciond succinato como
sustrato para estos estudios, porque es el que incrementa en mayor grado el consumo
de oxigeno y por lo tanto permite una mejor determinacién del efecto de cada
compuesto sobre la velocidad de respiracion. Los resultados indicaron que la velocidad
en el consumo de oxigeno es sélo parciaimente inhibida por la adiciéon de cianuro (CN)
1mM (Figura 15-C), que es un inhibidor clasico del complejo IV o citocromo ¢ oxidasa.
Tomando en cuenta lo anterior y los datos sobre ia sensibilidad total a cianuro que
presenta la citocromo ¢ oxidasa de Polytormnella en una fraccidn purificada (Pérez-
Martinez y Gonzalez-Halphen, datos no publicados), se ha pensado que la actividad de
oxidasa remanente en presencia de cianuro puede deberse a la presencia de una
oxidasa altermna insensible a cianuro en las mitocondrias de Polytomelia.

La existencia de una oxidasa alterna en Polytomella debe considerarse
probable, pues en otra ailgas clorofitas, como Chlamydomonas, ya se ha reportado
actividad en el consumo de oxigeno insensible a cianuro, y esta actividad residual es
sensible a inhibidores de oxidasas alternas de plantas, como el acido saticilhidroxamico
o SHAM ( Webster y Hackett, 1965, Sargent y Taylor, 1972, Goyal y Tolbert, 1989,
Weger y col., 1990 y Eriksson y col., 1995). Para conocer las carac(erfstlcas de esta
actividad insensible a cianuro en Polytomelia, se realizaron ensayos de consumo de
oxigeno con cianuro en combinacién con inhibidores de oxidasas alternas en plantas y
otros organismos como DPA, disulfiram, n-propilgalato y el mismo SHAM (Siedow y
Girvin, 1980, Moore y Siedow, 1991, Uribe 1992 Uribe y col., 1992).

Las velocidades de respiracion obtenidas indican que la actividad insensible a
cianuro es inhibida totalmente por la adicion de DPA 0.5 mM (Figura 15-A), pero no
ocurre o mismo con los otros inhibidores de oxidasas alternas utilizados (Figura 16), de
tal forma, difenilamina resultd ser un inhibidor potente de la actividad residual de
respiracion; el efecto de nPG (Figura 15-D) y disulfiram es inhibitorio, pero no anuia por
completo el consumo de oxigeno; para el caso de SHAM (Figura 15-F), que es
reportado como inhibidor ffico de oxid altermas en plantas, parece que no
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[ Succinato 10 mM
Succinato 10 mM

Succinato 10 mM

’ CCCP 0.1 mM
CN 1 m
DPA 0.5mM
CN1mM

Succinato 10 mkt

100 g dtomos de oxigeno

“v 100 segundos

nPG 1mM
PG 1T mM

Succinato 10 mM
Succinasio 10 mM
CN 1 mM
Antimicina 10 v :
SHAM 1TmM
DOPA 0.5mM
SHAM 1mM

Mgwra 18. Trazos de oximetria con las mitocondrias alsladas de Polytomella . En
todos los casos se empleo succinato 10 mM como sustrato, La concentraciéon
final de los inhibidores son cianuro (1 mM). difenilamina (0.5 mM , antimicina {10
mM) . n-propil galato {1 mM), SHAM {1 mM) y del desacoplante CCCP (0.1 mMm}.
La de ADP es de 0.5 mM.
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Ffigura 16. Grdfica donde se muestran los porcentajes de inhibicidn del

consumo de oxigeno cuando se prueban mezclas de cianuro (1 mM) con tres
inhibidores de cadena alterna DPA (0.5 mM) A, NPG (2 mM) € y disulfiram (3
mM) D: asi como de antimicina (10 mM) con DPA (0.5 mM) E. La columna B es
la misma combinacion que en el caso A, pero invirtiendo el orden de adicion.
Los bamras claras indican el porcentaje de inhibiciéon producido por la adicién
del primer inhibidor, las bamras obscuras indican el total de inhibicién alcanzado
después de la adicidén del segundo inhibidor.

A cianuro-DFPA, B DPA-cianuro. € cianuro-nPG, D cianuro-disulfiram,

E antimicina-DPA.



actua como tal de la respiracion resistente a cianuro en las mitocondrias de Polytomelia,

incluso a concentraciones muy altas, que en otras algas serian inhibitorias (Weger y
col., 1990, Goyal y Totbert, 1989).

Los datos anteriores sugieren la presencia de una oxidasa alterna que es

insansible a cianuro, parciaimente sensible a disulfiram y nPG y totalmente sensible a
difenilamina.

Por otra lado, en los experimentos con los inhibidores de la cadena clasica de
transporte de electrones ( Figura 15-E y Tabla 1l) muestran que antimicina, inhibidor
clasico de! complejo Il o ubiquinol-citocromo ¢ oxido-reductasa, es un inhibidor muy

te de la respi idn totat en las mitocondrias de Polytomelia .

Con el fin de conocer con mayor detalle el efecto de inhibidores y disecar \a
actividad de la posible oxidasa alterna, se analizaron 10s experimentos de titulacién con
los distintos inhibidores, en todos los casos utilizando succinato como el sustrato
oxidable. La curva de titulacibn con cianuro (Figura 17) indica que aun a
concentraciones de 1 mM existe actividad en el consumo de oxigeno (42 % de la
actividad sin clanuro), si bien a una concentracion de 3 mM (dato no mostrado). setenta
veces la Ki determinada para citocromo c oxidasa en mitocondrias de Polytomella (este
trabajo, Figura 20), se presenta una inhibicidn de mas del 80%. Sin embargo, a tan alta
concentracion, el efecto bien puede ser inespecifico.

En otro tipo de titulaciones con los inhibidores de oxidasas alternas DPA y n-PG,
donde en todos los ensayos se encontraba presente cianuro a una concentracion de
0.5 mM (mas de diez veces la Ki claculada) ., se observa que DPA a una concentracion
de 0.5 mM . inhibe totalmente la respiracion insensible a clanuro (Figura 18), para nPG

también se presenta una reduccion en la velocidad de consumo de oxigeno pero menor
fectividad como inhibid

de la actividad de oxidasa alterna, pues a concentraciones
altas no se alcanza una inhibicion total (Figura 19). De lo anterior se puede pensar que

la probable oxidasa alterna de Polytomella es altamente sensible a DPA y en menor
grado sensible a nPG.
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Efecto de inhibidores del transporte de electrones

sobre el consumo de oxigeno en

mitocondrias de Polytomelia

Inhibidor Porcentaje de

inhibicién

Cianuro 1 mM 46.53 + 4.12

Cianuro 2mM 67.84 + 1.97

Difenilamina 0.25 mM 53.41 £+ 17.02

Difenilamina 0.5 mM 62.3 + 15.21

n- propil galato 2 mM 504 + 16.1

Disulfiram 2 mM 35.7 + 115

Antimicina 50 mM 82.32 =+ 1.97

Tabia ll. Efecto de inhibidores cldasicos de la cadena respiratoria y de oxidasas

alternas sobre la actividad de consumo de oxigeno en mitocondrias de aqisladas

de Polytomeiia. empleando succinato como sustrato oxidable.
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Figura 17. Efecto del cianuro sobre la actividad de consumo de oxigeno
empleando succinato 10 mM como sustrato.
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Figura 18. Efecto de difenilamina sobre Ia actividad de consumo de oxigeno
con succinato 10 mM como sustrato, en presencia de cianuro 0.5 mMmM.
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Figura 19. Efecto de n-propilgolatc de la actividad de consumo de oxigenc
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20. Efecto de cianuro sobre la actividad de ascorbato-TMPD oxidasa. En
la grafica interna se muestra el regrafico de Dixon para la determinacién de la
constante de inhibicién (Ki).



Para determinar el efecto de cianuro en la actividad debida solamente al
complejo IV en las mitocondrias de Polytomel/a, podemos observar que el consumo de
oxigeno en presencia de antimicina y utilizando el par ascorbato-TMPD como
redt as 1] sensible a cianuro (Figura 20), obteniéndose una inhibicién
del 92% a una concentracion de | mM, recordemos que a esta misma concentracién
solo se obtiene un 42 % de inhibicién en el consumo de oxigeno con succinato como
sustrato (Figura 17), con el andlisis de Dixon (Figura20) se pudieron determinar dos
componentes, lo que permitid calcular dos diferentes constantes de inhibicién, una de
aita afinidad ( 40 uM) y una de baja afinidad (360 uM). Una titulacion similar pero
empleando DPA como inhibidor en ia actividad del compiejo IV medida con ascorbato-
TMPD permite apreciar Qque no existe un efecto evidente sobre la actividad de la
citocromo ¢ oxidasa a las concentraciones utilizadas en los experimentos mencionados

(Figura 21).

Por otro lado, curvas de titulacién construidas sélo con DPA y registrando
consumo de oxigeno con succinato como sustrato, muestran una inhibicién muy aita en
ia respiraci6n a concentraciones por arriba de 0.5 mM (Figura 22), esto puede estar
mostrando un efecto adicional de DPA sobre la citocromo ¢ oxidasa cuando se
adiciona en mayores concentraciones. Se sabe que DPA puede inhibir al complejo IV
por experimentos realizados con una preparacién purificada de citocromo ¢ oxidasa de
Poly (P Martinez y Gonzalez-Halphen, datos no publicados), sin embargo el
andlisis de Dixon solo muestra un solo componente para la inhibicién con DPA, con una
constante de inhibicién de 8 uM, esto estaria mostrando un solo efecto de DPA sobre ia
actividad en las mitocondrias de Polytomella, para determinar con mayor claridad el
efecto que tiene la adicién de difenilamina deben efectuarse titulaciones con un nimero
mayor de puntos, para poder distinguir otro componente, si es que en realidad existe un
efecto doble . Cabe mencionar que durante todos los experimentos previos la

concentracién mas alta de DPA empleada fue de 0.5 mM

La titul v con ar 'a, indica una inhibicion muy alta de la respiracién

cuando las mitocondrias oxidan succinato (Figura 23). En general se sabe que las
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Figura 2V, Efecto de difeniamina sobre la actividad

oxidasa.

1000

de ascorbato-TaMPD



-
[*]
[s]
J
([

®
o

% Actividad

[+
o
B e N

40
20

L

o T H T T i

200 400 600 800 1000

o
DPA (uM)

Figurg 22. Efecto de difenilamina sobre la actividad de consumo de oxigeno
con succinato 10 mM como sustrato.
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Figura 23. Efecto de antimicina sobre la actividad de consumo de oxigeno ceon
succinagto 10 mM como sustrato.



oxidasas alternas en plantas son insensibles a la accidn de antimicina (Moore y Siedow,
1991), debido a que son reducidas por ubiquinol y el bloqueo del transporte de
aelectrones a nivel del complejo Ill no afecta directamente su actividad, sin embargo,
para el caso de mitocondrias de Polytomella no se detecta un consumo de oxigeno
remanente cuando se interrumpe el flujo de electrones con antimicina. Lo anterior
indicaria que la probable oxidasa alterna de Polytomella no seria una quinol-oxidasa
tipica de plantas, sino que su ramificaciéon de ia cadena respiratoria se encuentra mas
adelante de la reduccion del complejo 1], o que descartaria, en primera instancia, que
se trate de una proteina con actividad de quinol oxidasa. Otra pasibilidad, que no es
posible descartar con estos experimentos, es que la misma antimicina sea un inhibidor

de la oxidasa alterna.

El uso de HQNO, otro inhibidor del complejo ill, muestra que existe una
sensibilidad en la respiracion (Figura 24), esto tiene cierta correlacion con el efecto de
antimicina, ya que al inhibir a la ubiquinol-citocromo ¢ oxidoreductasa, se observa un
efecto similar en el consumo de oxigeno, pero permanece una actividad remanente en
el consumo de oxigeno (28 %). En este caso, existe un punto importante respecto al
efecto que pudiera tener el HQNO directamente sobre la oxidasa alterna, ya que se
sabe puede actuar como inhibidor de quinol oxidasas que funcionan como oxidasas
alternas en plantas. En la curva de titulacién con HQNO en presencia de cianuro
(Figura 25) podemos observar una gran disminucién del consumoc de oxigeno, no
obstante que la actividad de oxidasa alterna en el caso de Polytomella no parece

debida a una quinol oxidasa.

Los datos de oximetria sugieren que en las mitocondrias de Polytomellia se
encuentra una oxidasa alterna insensible a cianuro y sensible a DPA, antimicina y

HQNO.
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figura 24. Efectio de HQNO sobre la actividad de consumo de oxigeno con
succinato 10'mM comao sustrato.
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Figura 25. Efecto de HQNO sobre la actividad de consumo de oxigeno con
succinato 10 mM como sustrato, en presencia de cianuro 0.5 mmM.



Otro aspecto que proporciona informacion acerca del estado de integridad de las
ias, @s & idad de

o potenciales transmembranales , si las
mitocondrias no presentan dafios en la membrana interna se espera que puedan

mantaner un gradiente electroquimico de protones en presencia de un sustrato
oxidable.

Los experimentos con safranina como indicador, muestran que las mitocondrias
de Polytomella pueden mantener un potencial transmembranal empleando succinato
como sustrato. Los potenciales ger dos son o) por la adicion de antimicina
(Flgufa 26), esto parece tener un efecto similar al que tiene este inhibidor en la
respiracion, indicando que el complejo il puede mantener el gradiente de protones, un

efecto anslogo ocurre con HQNO que abate totalmente el potencial (Figura 27).

La adicion de cianuro no colapsé el potencial generado con succinato, pero la

de DPA lo reduce totaimente (Figura 28), incluso DPA puede colapsar
totaimente el potencial transmembranal sin la adicion previa de cianuro (Figura 29). Los
rasultados anteriores podrian indicar que la oxidasa alterma en las mitocondrias de
Polytomella puede mantener un gradiente electroquimico, y que dicho gradiente es
insensible a cianuro, sin embargo, es sorprendente que la adicibn de

adicion

cianurc no
disminuya et potencial transmembranal, ya que como se menciond anteriormente la

mayoria de los estudios sobre la citocromo ¢ oxidasa indican que funciona como una

bomba de protones y es sensible a cianuro (Nichols, 1982), por lo que se esperaria una
disminucién en el potencial al adicionar cianuro.

E! potencial transmembranal es parciaimente abatible por la adicion de nPG
(Figura 30), que ya fue probado como inhibidor de la actividad respiratoria insensible a

cianuro en las mismas mitocondrias, estos datos apoyan la posibilidad de que la
oxidasa alterna de Polytomella pueda generar un gradiente electroquimico de protones.
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Figura 28. Potencial transmembranal generado con succinato 10 mM. Se
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Los potenciales transmembranales generados por las mitocondrias de
Poly ¥a fueron col dos por la adicién del protonéforo CCCP (Figura 31), este
afecto es esperado por las caracteristicas de desacoplante que presenta. En este caso
ite aparentemente disipa el gradiente de protones, sin embargo

los experimentos . de oximetria no permite

la adicién del d
ol efecto del mismo desacoplante en
una corr Y clara entre ambos fenémenos.

El uso de 2 4-dinitrofenol durante ios ensayos con safranina no permite cbservar
alguna respuesta, ya que las caracteristicas del desacoplante interfieren directamente

con la absorbancia en las longitudes de onda utilizadas.

Los experimentos anteriores permiten suponer que el componente del transporte

de electrones insensible a cianuro, puede generar un potencial transmembranal

sensible a desacoplante.

Sintesis de ATP

Los resultados indican que las mitocondrias de Polytomelia pueden sintetizar
ATP con succinato y matato como sustratos oxidables (Tabla 1l1), asi mismo, se

ohserva que la sintesis de ATP es mayor cuando malato es el sustrato.

Con &l fin de conocer el papel que pudiera tener en la fosforilacién oxidativa una
oxidasa altemna capaz de mantener un potencial transmembranal, se exploré el efecto
de cada inhibidor, tanto individualmente, como en combinacién de cianuro y DPA. En la
tabla Il se ocbserva que ia sintesis de ATP no es totalmente inhibibie por cianuro, tanto
con succinato como con malato como sustratos. Por otro lado, la combinacion de
cianuro con DPA reduce en un 80% la sintesis de ATP, los datos obtenidos respecto a
cianuro y DPA, coinciden con jo observado en la generacién de potenciales
transmembranales, donde el cianuro no abate el potencial, pero si la adicién de DPA.
Estos datos sugi Y que Poly /la tiene una oxidasa alterna mitocondrial capaz de
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Figura 31. Potencial fransmembranal generado con succinato y colapsado con
la adicion de CCCP 0.1 mM, posterior a la adicion de cianure 1 mM.



Sintesis de ATP en mitocondriag de Polytomella

Sustrato-inhibidor nmoles ATP/min/mg
proteina
Succinato 23.27 * 11.74
Succinato + CN 1944 * 94
Succinato + CN +DPA 4.94 + 2.02
Malato 53.71 + 6.95
Malato + CN 46.71 = 11
Malato + CN + DPA 10.95 + 5.22

Tabla lil. Se muestra la cuantificacién de la sintesis de ATP por las mitocondrias
aisladas de Polytomelia, utilizando succinato 10 mMm Y malato 5 mM como
sustratos, asi como el efecto de cionuro 0.5 mM , clanuro 0.5 mM+ difenialmina
0.5 MM y de CCCP O.1mM.




generar un potencial transmembranal, el cual es suficiente para impuilsar la sintesis de
ATP de manera insensible a cianuro.

Sin embargo, la sintesis de ATP, no muestra disminucion por la adicion de
desacoplantes, ya en los experimentos de consumo de oxigeno se observé que los

es no inci el consumo de oxigeno, en este caso pudiera ser un
problema de la concentracion empleada o de solubilidad del desacoplante en las
membranas mitocondriales de Polytomelia, y por ello no hay un efecto evidente.

Nuevoe Resultados en la sintesis de ATP

En experimentos mas recientes sobre la sinteisis de ATP en las mitocondrias de
Polytomella se ha encontrado una alta inhibicidn con cianuro (70% de inhibicion), con

coOmo st d estos resuitados son contrarios a lo obtenido durante el
trabajo de tesis, y no permiten suponer que la oxidasa alterna genere un gradiente de
protones suficiente para la sintesis de ATP, por ello es io la n de
nuevos experimentos para poder aclarar el papel de la oxidasa altema.
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A de mit o 1'% [ io
Las mitocondrias de Polylk fla no p taron control respiratorio
aparente con ef do de to, las 1es de microscopia electrénica de 1a

preparacion muestran mitocondrias que parecen ser integras en las membranas, sin
embargo, también se pueden observar gran cantidad de contaminantes de naturaleza

pL wjo ser de membrana plasmitica, de reticulo endoplasmico, o
bien una gran cantidad de membranas mitocondriales destruidas, probablemente
durante la homogenizacion manuat.

A pesar de que se realizaron modificaciones a métodos reportados para el
aistamiento de mitocondrias en otro tipo de protistas (Moreno-Sanchez y Raya, 1987),
con el fin aprovechar la carcteristicas de Polytomella y reducir al minimo el posible dafio
causado a las r as por dos que, en principio, pueden considerarse mas

drasticos (como el uso de sonicacién o empleo de enzimas que degraden la pared
celular), se observa una gran cantidad de mitocondrias rotas. Por otro lado, al utilizar
otras técnicas como la generacién de potenciales transmembranales o la sintesis de
ATP, se piensa, en primera instancia, que solamente se detecta la actividad de las
mitocondrias intactas.

Et hecho de no observar estimulacién en el consumo de oxigeno por la adicion

de ADP en presencia de fi o por ion de di ites, indica que no se puede
diferenciar entre un estado donde se incremente la oxidacién del sustrato por la
disipaciéon del gradiente electroquimico para la sintesis de ATP (estado 3). y otro en
donde la no disponibilidad de ADP impide el empleo del gradiente de protones por la
ATPasa , es decir, no hay control respiratorio.

Sin embargo, por los datos de microscopia electronica se puede suponer que al
existir una gran idad de i driak ¥ un bajo niamero de mitocondrias
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intactas, los primeros son capaces de consumir oxigeno, pero no pueden tener control
respiratorio, de esta forma dichos fragmentos membranales que oxidan sustrato
pudieran no evidenciar el efecto del ADP sobre las mitocondrias intactas,

r ite, el efecto del d olante podria ser enmascarado por la presencia de
un Numero significativamente elevado de mitocondrias rotas.

C 6n do
Sélo succinato y malato estimularon el consumo de geno en las mit drias
de Poly fla. La ' de succinato ocurre via el complejo Il de la

cadena respiratoria, que presenta en una de sus subunidades ia actividad de succinato
deshidrogenasa, que participa en el ciclo de tos &cidos tricarboxilicos. Esta enzima es la
unica del ciclo de los acidos tricarboxilicos que es de natursleza membranal (Hatefi y
col., 1978) por o que se encuentra tanto en las mitocondrias intactas, como en los
fragmentos de la membrana intema Jue estiAn presentes en la preparacién, de tal
forma que la adicibn de succinato estimula el consumo de oxigeno tanto en las
mitocondrias intactas, como en los restos de mitocondrias rotas.

En el caso del iato, es posible que exista una enzima malica, similar a la que
se presents en plantas y que se sabe es posible encontrar también en la matriz
wdrial de alg org: En tal caso, la enzima malica transforma el malato

en piruvato, con ia liberacidn de CO, y 1a reduccién de NAD® a NADH; , éste Gitimo
puede ser oxidado por la NADH deshidrogenasa alimentando la cadena respiratoria

La oxidacion de NADH exégeno sdlo se conoce en el caso de plantas, algas vy
protistas (Siedow,1982 y Mdller y Lin, 1986, Buetow, 1989) donde se localizan NADH
deshidrogenas alternas que pueden oxidar el NADH generado fuera de la mitocondria.
En el caso de las mitocondrias de Folytomella, no se presentd estimulacion en el
consumo de oxigeno (Tabla |) cuando se adiciona NADH, aunque cabria esperar
alguna estimulacién por ia presencia de membranas mitocondriales rotas que pudieran
tomar los slectrones del NADH via el complejo |. En trabajos previos con mitocondrias
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aisladas de Polytomella caeca , se ha detectado actividad en el consumo de oxigeno
con NADH exégeno como sustrato oxidable con sensibilidad parcial a rotenona, y se
puede distinguir mas de una via para la oxidacion de NADH, existiendo por lo menos

dos para NADH enddgeno (Lloyd y Chance, 1968) , sin embargo en este trabajo el
NADH Sg no imulo ta i 1]

P 1. Es dificil atribuir una causa a esta diferencia
en la oxidacion de NADH, posiblemente se deba a las caracteristicas de la especie, que
no se ha determinado, con ia que se han realizado los experimentos, asi como por las

condiciones de crecimiento, que se sabe pueden afectar enzimas que oxidan NADH,
aumentando o reduciendo su actividad (Evans y Lioyd, 1967).

inhibidores

El detectar la presencia de una actividad en el consumo de oxigeno resistente a
cianuro, abrié la posibilidad de estudiar la respuesta a inhibidores ya conocidos de
oxidasas alternas en otros organismos. En principio es claro que existe un componente
en la cadena respiratoria de Polytormella que presenta insensibilidad a cianuro, y que es

totalmente sensible a la accion de DPA . Para la mayoria de los casos de oxidasas
altermnas de plantas,

el acido salicilhidroxamico es considerado como un ihibidor
especifico de su actividad. En este trabajo el SHAM no resulté ser un buen inhibidor del

consumo de oxigeno insensible a clanuro. En Chlamydomonas se conoce el efecto
inhibitorio de SHAM sobre 1a actividad de oxidasa alterna, por la cercania filogenética
de Polytomelia con Chiamydomonas, no resultaria inesperado una oxidasa alterna en
Polytomelia inhibible por SHAM, sin embargo, como ya se menciond, la actividad de
oxidasa alterna en Polytomella no es inhibible por SHAM, incluso a una concentracién
tres veces mas alta a la empleada en estudios con Chlamydomonas. Este punto
muestra una diferencia inicial en las caracteristicas de la actividad de oxidasa alterna
entre ambas algas unicelulares. Por otro lado en los trabajos con mitocondrias aisladas
de Chiamydormonas no se ha explorado ia sensibilidad a antimicina, como tampoco se

ha hecho con la naturaleza de la actividad de la enzima (quino! o citocromo oxidasa),
{Weger, 1990 , Eriksson y col., 1995).

40




El SHAM tampoco inhibe la respiracidn en mitocondrias de Euglena gracilis
(Kimel y Brinkman, 1988, Uribe, 19925, Uribe y col., 1992). Existen similitudes con
Pol) /7 o a las i de ila respiracién resistente a cianuro, que

raly P

serdn comentadas posteriormente.

La combinacién de cianuro 0.5 mM y DPA 0.5 mM inhibe totalmente el consumo
de oxigeno, independientemente del orden en que se adicionen, o que permitié6 una
primera aproximacion para suponer la existencia de una oxidasa alterna. Las
titulaciones con ambos inhibidores siguiendo el consumo de oxigeno en presencia de
antimicina con ascorbato y TMPD como donadores de elactrones, refuerzan la idea de
que la actividad de oxidasa alterna es diferenciable y separable de la actividad del
complejo IV (citocromo ¢ oxidasa aaj), que como ya se menciond es totalmente

sensible a cianuro.

La titulacion con DPA cuando se empleo unicamente succinato como sustrato

muestran que la difenilamina esta actuando como un inhibidor efectivo y especifico de
A concentraciones por arriba de 0.5 mM el pape! de

ia actividad de oxidasa alterna.
DPA parece ser sobre ambas vias: una inhibicién especifica sobre el componente

insensible a cianuro y otra sobre la citocromo ¢ oxidasa. También en Euglena ya se ha
reportado un efecto dual de DPA en el consumo de oxigeno (Sharpless y Butow, 1970,

Uribe y col., 1992, Devars y caol., 1992).

Como ya se dijo, {a mayoria de las oxidasas alternas en plantas también
presentan insensibilidad a antimicina por su actividad de quinol oxidasas, y esta
actividad residual es por tanto sensible a SHAM y DPA (Baker, 1963, Moore y Bonner,
1982, Uribe y col.,1992g y Moore y Siedow, 1991). El caso de Polytomella es diferente,

ya que la adicion de antimicina inhibe en mas de 90% el consumo de oxigeno, este
no es una quino! oxidasa si

resultado sugiere que la posible oxidasa alterna
Sin

consideramos que la inhibicion es uUnica y especifica sobre el complejo Il
embargo, otra pasibilidad es que esta oxidasa aiterna presente sensibilidad propia a
antimicina. A la fecha no hay reportes sobre sensibilidad intrinseca en oxidasas
alternas, sin embargo un efecto inhibitorio de mixotiazol, no directo posiblemente, ya se
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conoce para una oxidasa terminal altema bacteriana, por los trabajos realizados con
Paracoccus denitrificans (Raitic y Wikstrom, 1994), de donde pueden mencionarse
algunas ar con la d; alterna de Polytomella.

En Par 4s ha sido il la 4n de una actividad de oxidasa alterna,
diferente a la de quinol oxidasa del complejo bo; . Que es sensible a antimicina en
mutantes que carecen de citocromo ¢ oxidasa funcional (Complejo aa; ), lo que indica
que existe otro tipo de oxidasa alterna que funciona en conjunto con el complejo bey,
por ello la gran sensibilidad a mixotiazol, sin go, el plejo no ha sido
identificado, pero probabk e p te un hemo tipo b (Raitio y Wikstrdm, 1994), las
caracteristicas de esta oxidasa alterna se asemejan a las que inferimos de los datos
obtenidos con Polytomella .donde al bloquear el complejo Il con antimicina se obtiene
una alta inhibicion del consumo de igeno, de la p d del que funcione
como bomba de protones, caracteristica que se encuentra tambien en el complejo
mencionado en FParacoccus .

En tal caso, es posible que la oxidasa alterna de Polytomella tenga un mayor
numero de similitudes con las oxidasas terminales bacterianas, y con la de Euglena
gracilis, que con las quinol oxidasas de plantas y otras aigas. Dada su sensibilidad a
ar a y su baja inhibiciSn a concentraciones muy ailtas de &cido
salicilhidroxamico, asi como ia capacidad de bombeo de protones, que se sabe no
existe en oxidasas altemas de plantas.

Las caracteristicas que se pueden apreciar sobre {a oxidasa altermma de
Polytomelila derivadas de los estudios de oximetria indican que es insansible a cianuro,
sensible a DPA, antimicina y HQNO, el primero con una aparente especificidad a
concentraciones por debajo de 0.5mM, asi como cierta sensibilidad por n-propilgalato (
60% a una concentracion de 1.5 mM).
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Por la generacién de potenciales transmembranales se puede suponer que en la
P v de mil drims de Poly lla sea pr 1 organelos con un estado de
integridad en la a interna st
que es sensible a desacoplante. Con el uso de esta técnica espectrofotométrica es
posible detectar el funcionamiento de las mitocondrias acopladas, aun y cuando existan
numerosos fragmentos mitocondriales, ya que éstos no interfieren en los cambios de
absorbancia de la safranina que dependen del potencial.

para mantener un gradiente de protones,

dicibn de cianuro y si por la de

Los potenciales, al no ser col bles por la
DPA, podrian indicar que la oxidasa alterna de Polytomella puede estar manteniendo la
magnitud del potencia! tansmembranal aun en presencia de cianuro, lo que sugiere que
es capaz de translocar protones. Esta capacidad solo se conoce para algunas oxidasas
diferentes de la tipo aa; ( complejo V) de algunos procariontes, como el caso de
Paracoccus denirificans (Raitio y Wikstrdm, 1994), y Esch hia coli (Mir y col.,
1992) ambas eubacterias; y el de la arqueobacteria Sulifolobus acidocalcarius,
(Gleissner y col., 1994) sin embargo, en las oxidasas terminales de eucarlonle.s no hay

reportes de oxidasas alternas que funcionen como bombas de protones, y solo se ha
mencionado esta posibilidad para las mitocondrias de Euglena gracilis (Moreno-

Sanchez y Raya, 1986, Uribe y col., 1992).

El hecho de que ios potenciales sean abatibles por antimicina, HQNO y nPG,
relacionan estos datos con los obtenidos para oximetria respecto a la sensibilidad de
las mitocondrias de Polytornella en el consumo de oxigeno, tanto por la via clasica

como por la oxidasa altema.

Un punto importante de este trabajo es que abre la posibiliad de que exista una
oxidasa terminal mitocondrial insensible a cianuro, capaz de translocar protones. Su
posterior caracterizaciéon y eventual purificacion serian de gran interés, pues no existen
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muchas evidencias de oxidasas alternas mitocondriales con las caracteristicas que
sugieren los resultados anteriores.

Sintesis de ATP

Tomando en cuenta los resultados sobre generacién de potenciales en

presencia de cianuro, es muy interesante conocer si la magnitud de éstos es suficiente

para permitir procesos que dependan de esta energia, como es la fosforilacion de ADP
en ATP.

Los resultados de la tabla Il muestran que las mitocondrias de Polytomella
pueden sintetizar ATP con succinato y malato como sustratos, aun en presencia de
cianuro, pero que la adicion de DPA a muestras que han sido incubadas con cianuro
disminuye claramente la sintesis de ATP. Estos resultados también apoyan la idea de
que ia oxidasa alterna de Polytomella puede bombear protones y generar la energia
suficiente para que se lleva a cabo la fosforilacion de ADP a ATP por actividad de La
ATPasa F4Fp , como ocurre en bacterias. En ese caso, el sistema descrito en este
trabajo seria el primero no bacteriano donde una oxidasa Qerynlnal alterna impulse la
fosforilacion oxidativa. Sin embargo. hay que tomar en cuenta los resultados mas
recientes que muestran una alta inhibicién por cianuro, que por un lado no apoyan ia
idea de que la oxidasa alterna pueda generar un potencial transmembranal suficiente
para la sintesis de ATP, pero por otro lado no descartan la posibilidad de que la oxidas
altema de Polytomella funcione como bmba de protones y particpe en otro tipo de
procesos que requieren del gradiente, como es el transporte de iones.

Por otro lado, se sabe la adicibn de oligomicina, que es un inhibidor de la
ATPasa F,Fg, y a la cual es totalmente sensible una fraccion purificada de la ATPasa
de Polytomella (Atteia, Dreyfus y Gonzilez-Halphen, datos no publicados), disminuye la

sintesis de ATP alrededor del 60 %, en ausencia de cianuro y DPA (datos no
mostrados).



En los experimentos sobre sintesis de ATP no se presenta un efecto de

desacoplantes, esto es contradictorio al comparar estos resultados con los obtenidos
iébn de poter transmembranales, ya que éstos si se presenta un

en la
colapso del potencial, y se esperaria que la adicidn dei desacoptante disminuyera la

fosforilacion oxidativa. En este caso pudiera ser que esté ocurriendo incorporacién de
fosfato por una via diferente a la ATPasa y que no dependa de la energia del gradiente.
Se habia pensado en una pirofosfatasa como responsable de esa incorporacion, sin
embargo este tipo de enzimas funcionan acopladamente al gradiente electroquimico,

por lo que es poco probable dicha explicacion.

En conclusion, es posible que la oxidasa alterna que los resultados sugieren
existe en las mitocondrias de Polytomelia, tenga las siguientes caracteristicas:

1. Sea insensible a cianuro

2. Su actividad sea inhibible especificamente por DPA a concentraciones menores de
0.5 mM; la inhibicién por nPG es parcial y SHAM no es un inhibidor especifico
como lo es para oxidasas alternas de plantas y Chlamydomonas.

3. Es sensible a antimicina, e! grado de inhibicidn sugiere una bifurcacién en el
transporte de electrones después de la reduccidn del complejo lil. Alternativamente,
la oxidasa alterna puede ser inhibible directamente por antimicina.

4. Presenta sensibilidad a HQNO.

5. Puede translocar protones y generar un gradiente electroquimico en presencia de
cianuro. El potencial es abatible por desacoplante.

6. El potencial generado por ia oxidasa alterna permitiria la sintesis de ATP. Los

1 no inhibir la sintesis de ATP cuantificada.

[+
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Perspectivas

Como préximos estudios a realizar con Polytomelia se piensa en efectuar pasos
de purificacién para las mitocondrias aisladas por medio de gradientes discontinuos de
percol o iodixanol, con el fin de separar las mitocondrias intactas de los fragmentos
membranales, tanto de membrana plasmaéatica cémo de r vdrias destruidas.

La obtencidn de una preparacidn mitocondrial qQue presente en su mayoria
mitocondrias intactas constituye un aspecto fundamental para estudios que aborden
otros aspectos de la funcién mitocondrial, no tratados en esta trabajo. Asi mismo como
la caracterizacion en mayor detalle de la oxidasa alterna, que particularmente abre
propias expectativas, como son el tipo de actividad, tipo de grupo redox que presenta y
cuantificacién de ia capacidad de bombeo de protones. Por otro lado, es de interés
para el proyecto global sobre Polytomella la realizacion de experimentos sobre la
biogénesis de los complejos mitocondriales, a partir de I|a sintesis in vitro de los
péptidos y el seguimiento de su importaciéon hacia el interior de la mitocondria, este
proceso, se sabe, depende de la generacién de un potencial transmembranal, por ello
la importancia de obtener mitocondrias acopladas.

El aspecto mas importante de este trabajo ha sido la deteccién en Polytomella
de una actividad en el consumo de oxigeno y de sintesis de ATP parcialmemte sensible
a cianuro. La caracterizacion de esta actividad debida a la presencia de una oxidasa
alterna es un punto muy interesante, debido a las caracteristicas que se han inferido
de los resultados obtenidos. Es fundamental aclarar el papel de la oxidasa alterna en la
cadena respiratoria de Polytomella, sobre todo su posible funcibn como bomba de
protones, si se comprueba seria necesario cuantificar el gradiente generado para saber
con la par i6n en los pr mitocondriales que dependen de energia.

La alta sensibilidad a antimicina, sugiere que no es una quinol oxidasa tipica,
similar a la de plantas, incluso que no se trate de una quinol oxidasa, por ello es
importante la determinacion del tipo de actividad que presenta. La posibilidad de

46




s g e e

~v4

ey,

encontrar una citocromo oxidasa terminal, diferente del tipo aa; . es probable por las
caracteristicas ya discutidas, y de ser asi, se trataria de una oxidasa alterna distinta de
la reportada para otro tipo de protistas, incuyendo algas clorofitas. Por otro lado,
interesante es abunadar sobre el posible papel de la oxidasa alterna de Polytomnella en
la generacion de un gradiente electroquimico de protones, para tal fin es necesario
realizar experimantos sobre Ia fosforilacion oxidativa en presencia de inhibidores de la
via ciasica y de oxidasas alternas, asi como de diferantes desacoplantes.

Es muy interesante continuar el estudio de esta actividad en Palytomella, a fin
de conocer si esta oxidasa afterna mantiene una mayor similitud, como indican los
datos de tbifidad a ir y de ble actividad como translocadora de
protones, con oxidssas terminales de procariontes, y con lo reportado para Euglena
gracilis . Aun no existen reportes sobre oxidasas terminales alternas en eucariontes que
generen potenciales trar les vy p 1 p > que dependan de energia.
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