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INTRODUCCION

Las primeras células que aparecieron durante la evolucién vivieron en una
atmosfera sin oxigeno, por lo que se sospecha que la glucélisis fue Ia via metabélica que
se encargd de suministrar ta energia a los primeros microorganismos. Los organismos
han tenido la capacidad de regenerar continuamente el NAD' durante la glucélisis
anaerobia por medio de la transferencia de electrones desde el NADH para formar un
producto final reducido como es el lactato, reaccién catalizada por la enzima lactato
deshidrogenasa.

El conocimiento de la variacion estructural y la importancia funcional de las
enzimas de una extensa variedad de organismos puede no solo contribuir al
entendimiento de la especificidad de las enzimas sino también a dilucidar sus relaciones
filogenéticas. '

l.a familia de las lactato deshidrogenasas es una de las mas ampliamente
estudiadas "en diversos organismbs {Holbrook,1975). Existen dos formas de lactato
deshidrogenasas la L-LDH y la D-LDH con diferentes especificidades por su sustrato. La
enzima en vertebrados y algunas plantas es especifica para L-lactato. Los invertebrados,
hongos y procaridtes pueden presentar las dos formas enzimaticas dependiendo de las
especies. ~ Algunos eucariotes como Euglena y ciertos procariotes poseen ambas
enzimas, con una élevada especificidad para sus sustratos. (Gleasson y cols,1966; Long
-y Kaplan, 1968; Garvie,‘lQSO; Dennis; Gasser y cols, 1860; Everse y .Kaplan, 1973)

LACTATO DESHIDROGENASAS DEPENDIENTES DE NAD" (nLDRH)

Cuando a los tejidos animales no se les suministra oxigeno suficiente para llevar a
cabo la oxidacion aerdbica del piruvato y del NADH producido en [a glucotisis, el NAD*
se regenera a partir del NADH mediante la reduccion del piruvato a lactato por [a lactato
deshidrogenasa. Ciertos tejidos y tipos celulares (retina, cerebro, eritrocitos) también

producen factato a partir de fa glucosa adn en condiciones aerobias.



La lactato deshidrogenasa reduce al piruvato transformandolo en el isémero L del
acido iactico, al tiempo que oxida NADH en NAD* {coenzima), de acuerdo con fa
reaccion:

NADH + H" +Piruvato —__, NAD' + L-actato

En mamiferos el producto de la glucolisis anaerobia es invariablemente el isémero
L del lactato, sin embargo, en algunos microorganismos que producen lactato el isomero
formado puede ser L- o D-, o una mezcla de ambos. En-ambos casos la enzima
correspondiente depende de NAD". Estas variaciones se deben a las diferencias en
esterecespecificidad de las LDH's responsables del paso finat en ia formacién del actato.
El piruvato es convertido a L-lactato o D-lactato por las diferentes LDH's denominadas
L- nLDH y D- nLDH, respectivamente.

Todas las L-LDH bacterianas estudiadas pertenecen al tipo nbLDHs. son
citosolicas, y difieren entre si con respecto a sus caracteristicas cinéticas, movilidad
electroforética, pH Sptimo y temperatura optima. Todas tienen una masa molecular de
140 000 y consisten de 4 subunidades (tetrameros) idénticas de 36 000 Da cada una
{Long y Kaplan,1968). Al parecer, las enzimas especificas para D-actato tienen una
masa molecular de la mitad del tetramero, por lo que se ha sugerido que la unidad
funcional o catalitica corresponde al dimero (Futai, 1973).

La composicién de aminodcidos presenta diferencias que pueden ser
caracteristicas de grupos particulares de organismos. Primero, en las LDH animales hay
4 o mas residuyos de cisteina por subunidad; sin embargo, en Lactobacillus solo existen
de 1 a 2 residuos. Segunde, en todas las L-LDH animales, el nirmero de residucs de
glicina y alanina es elevado, aunque en bacterias es muy bajo, incluyendo la D-LDH de
E.cofi. Tercero, al parecer existen LDH's con alguna interaccion cooperativa cuando la
union de un ligando esta influenciada por la unién de otro en un sitio diferente al sitio
catalitico de la proteina. Estas “enzimas alostéricas” difieren de las demas LDH en su

aito contenido de isoleucina (Buetow, 1968).

ta



Algunas L{+)nLDH bacterianas son moduladas por fructosa 1,6-hisfosfato- vy
requieren de la presencia de iones divalentes como Mn? y Co® | los cuales aurﬁentan su
eficiencia catalitica (Hensel y cols. 1977).

Hay evidencias de que la D-nLDH es una proteina constitutiva en tanto que ta L-
nLBH es inducida en el medio de cultivo en presencia de {actato { Kaback,1978). En
Lacfobacillus se ha reportado que la actividad de la L-LDH aumenta en la fase
iogaritmica de crecimiento cuando el pH es neutro, mientras que si el pH es acido (4.5-5)
aumenta la actividad de la D-LDH ({Hensel y cols. 1977). Otro factor que modula ia
actividad de estas enzimas bactenianas es la temperatura, ya que son muy sensibles al
calor y se activan entre 25-30°C ( Kotik y Zuber,1992). La estabilidad al calor de la
enzima es muy compleja, fas L{+*)LDHs de Lactobacillus plantarum , L. acidophilus,
Pediococcus y Bacilfus subtilis, se activan después de 5 min a 50°C y se inactivan un
50% después de 5 minutos a una temperatura entre 60-80°C. La enzima en B.subtilis no
se inactiva después de 4 horas a 50°C. Las D-LDHs de L.acidophilus, L.jensennii,
L.fermentatum, y L.factis se inactivan un 98% después de 5 minutos a 50°C. Las
enzimas presentan mecanismos de proteccion al aumento de temperatura, pues la
inactivacion por calor puede ser reversible al incubarse con D-actato, NAD* 6 NADH.
{Gasser,1970)

' La variedad de LDH en el género Lactobacillus ha sido usada como caracteristica
taxonomica bara fa diferenciacibn entre especies dentro de! mismo género
{Gasser,1970).

Aungue existen diferencias entre las nl.DH alostéricas y no alostéricas, en el
género Laclobacillus {a composicion de aminoacidos es muy uniforme, semejante a fa
que se encuentra en L-LDH de mamiferos. Se ha encontrado una region entre bacterias
y mamiferos homdloga con Ia regidn del sitio activo.

Estudios comparativos de L-LDH de 5 diferentes grupos taxonémicos {figura 1)
demostraron un alto grado de identidad en su estructura primaria entre los péptidos A3 y
A4 que comprenden la regién funcional del asa de la enzima, asi como la region A6, que

tiene el sitio de unidn al susirato en la arginina 171 y un grupo ticl "esencial” en la




cisteina 165, Al parecer la. -LDH de mamiferos y la de bacterias son codificadas por
genes homologos { Hensel, 1977').

160 165 171
Pez-perre M, Ile-Ile-Gly-Ser-Gly-Cys-Asn-Leu-Asp-Ser-Ala-Arg
Cerdo H, Val-Ile-Gly-Ser-Gly-Cys-Asn-Leu-Asp-Ser-Ala-Arg
Conejo H, Val-Ile~Gly-Ser-Gly-Cys-Asn-Leu-Asp-Ser-Ala-Arg
Res H, Val-Ile-Gly-Ser-Gly-Cys-Asn-Leu-Asp-Ser-Ala-Arg
Pollo H, Val-Ile-Gly-Ser-Gly~Cys-Aan-Leu-Asp-Thr-Ala-Arg
Rana Toro M, (Val-Ile~-Gly~-Ser-Gly-Cys-Asn-Leu-Asx-Ser-Ala-Arg)
Langosta Val-Ile-Gly-Ser-Gly-Thr-Asx-Leu-Rax-Ser-Ser-Arg
L. casei Val-Val-Gly-Ser-Gly-Thr-Ser-Leu-Asx-Thr-Ala-Arg)
L. curvatus {(Val-Ile-Gly-Sexr-Gly-Thr-Ser-Leu-Asx-Ser-Ala-Arg)
L.plantarum (Val-TIle-Gly-Ser-Gly-Thr-Ser-Leu-Asx-Ser-Ser-Arg)}

L.acidophilus {Val-Ile-Gly-Ser-Gly-Thr-Ser~Leu-Asx-Thr-Gly-Arg)

Figura 1. Secuencia de aminoacidos de diferentes grupos taxondmicos de la regidn que tiene et sitio de
unidn al sustrate de diversas lactalo deshidrogenasas. Las secuencias entre paréntesis son basadas sdlo en
la composicion de aminodcidos v su hormologia (Hensel, 1977).

En la bacteria Desulfovibrio vulgaris se caracterizé la D-LDH, 1a cual es especifica
~ para D-lactato (Km 0.8mM), esta fuertemente unida a la membrana y utiliza al DL-2-
hidroxibutirato como sustrato donador de electrones. Al parecer, en esta especie la
eniima se induce en presencia de D-lactato en el medio de cuitivo. No hay evidencias de
1a actividad de una L-LDH . Una caracteristica particular es que sélo el citocromo Cg,
purificado det mismo or_ganism puede ser reducido y es el aceptor de esta enzima, por
{o que se le ha llamado D-lactatoiferricitocromo Cy,, oxidorreductasa. El NAD",
NADP*, FAD, FMN, citocromo ¢ de Ievédura y de caballo no son reducidos por esta
enzima. Presenta insensibilidad a oxalato (imM) y cianuro (1 mM) cuando D-actato
como sustrato (Ogata, 1981).
En Lactobacillus helveticus ( figura 2 ) el gene de la D-LDH dependiente de NAD’

fué clonado y sobreexpresado en E.coli. Se dedujo 1a secuencia de



20 40 60
helDLDH TEBEFAYAIRKDEEPFLNEWKEAHKDIDDDY TDKLLTPETAKLARGADGVVVYQOLDYTAD
hutDLDH TKIFAYAIREDEKPFLKEWEDAHKDVEVEYTDKLLTPETMLMGADGVWYQQLDYTAE
plaDLBH MEI IAYAVRDDERPFE‘DTWMKENPDVEVKLVPELLTEDNVDLAKGFDGADVYQQKDYTAE
¢casHICDH MKIIAYCARVDEIQYFKQWAKD- TGNTLEYHTEFLDENTVEWAKGFDGINSLQTTPYAAG

80 100 ¥ 120
helDLDH TLOALADAGVTKMSLRNVGVDRIDMDKARKELGFQ ITNVPVYSPNAIARHAAIQARRVLRQ
butDLDH TLQALADNGITKMSLRNVGDDNIDMAKAKELGFQITNVPWSPNAIAB}LAAIQAAR ILRQ
plaDLDH VLNKLADEGVKNI SLRHVGVDNLDVPTVKARGLNISNVPAYSPNAIAELSVTQLNQLLRQ

casHICDH VEEKMEAYGIKFLTIRNVGTDNIDMTAMKQYG IRLSNVPAYSPAATAEFALTDTLYLERN
* * * * * *

: 140 160 180
helDLDH D -ImMDEMKRDLRWAPTIGREVRDQWGWGTGHIGQVFMRIMEGFGMVIHYDIFKN
butDLDH - KAMDEXVARNDERWAPTIGREVRDOVVGVVGTGHIGOVFMQIMEGFGARVIAYDIFRN
pl aDLDH T PMFNKKLAKQDFRWAPDIAKBLNTM’NGVIGTGRIGRAAIDI FKGFGAXVIGYDVYRN
casHICDH MGKVOAQLOAGDY EKAGTFIGKBLGQQTVEVMGTGHIGOVAT KLFKGFGAXVIAYDPYPM

* " * u *

200 220 * 2490
helDLDH PELEKKGYYVDSLDDLYKQADVISLHDPDVPANVEMINDKS IAEMRDGVV IVNCSRGRLY
bulDLDH PELEKKGYYVDSLDDLYROADVI SLEVPDVPANVHMINDKS TAKMRQDVVIVHVSRGPLY
plaDLDH AELEKEGMYVDTLDELYAQADVITLHVPALKDNYHMLNADAFSKMEDGAY ILNFARGTLI
casHICDH KGDHPDFDYV- SLEDLFKQSDVIDLEVPGI EQNTHT INEARFNLMRPGATVINTARPNLT

* * & * W *
260 2890 300

" helDLDH DTDAVIRGLDSGR IFGFVMDTYEDRVGVFNKDWEGKEFPDKRLADLIDRPNVLVTPHTAF

bulDLDH BTLAVIRGLDSGKVEFGYAMDVYRGEVGVFNEDWEGKEFPDARLADLIARPNVLVTRETAF

plaDLDH DSEDLIKALDSGKVAGARLVTYRYETKI FNKDLEGQT IDDKVFMNLFMRDONVLITPHTAF

casHICDH PTOAMLSNLKSGRLAGVGIDTYEYRTEDLLNLAKHGS FXDPLWDELLGMPNVVLSPHTAY

> * N
320
nelDLDH YTTHAVRNMVVKAFNNNLKLINGEKPDSPVALNKNKF
bulDLDH YTTHAVRNMVIKAFDNNLELIEGKEAETPVKVG

plaDLDE YTETAVHNMVHVSMNSNKQFIETGKADTQVKFD
casHICDH  YTETAVENMVYFSLOHLVDFLTKFKPARKLLVQOVVN

Figura 2. Alineacién de la secuencia de aminoacidos de la D-LDH y D-2-hidroxisocaproato
deshidrogenasa en el género Lactobacilius. Los residuos de aminoacidos conservados de las 4 enzimas
se encuentran con letras mas obscuras. helDLDH, L- helveticus D-lactalo deshidrogenasa; plaDLDH, L-
plantarum D+aclato deshidrogenasa; BulDLDH, L- buigaris D-lactato deshidrogenasa; casHIiCDH, L-casei
D-2-hidroxisocaproato deshidrogenasa {Lerch y col. 1989). El asterisco denota residuos de aminocacidos gue
también son conservados en glicerato deshidrogenasa, D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa y el gene pdxB
de una posible fosfato deshidrogenasa {Schoenlein y cok. 1989). Las flechas indican los residuos de
aminoacidos esenciales ideniificados por estudios de modificacidn quimica (Tomado de Kochhar y cols.
1592).
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_ aminoacidos de esta enzima: e polipéptide consiste de 336 residuos los cuales
presentan una secuencia silmilar a la que se observa en las D-2-hidroxiacidos
deshidrogenasas { Kochhar y cois. 1992), lo que sugiere que estas proteinas pueden
tener otras actividades enziméticas no exploradas. '

La D-LDH es un nuevo miembro de la familia de las 2-hidroxiacido
deshidrogenasas recientemente propuestas y diferente de las L-LDH. Su especificidad
por el hidroxipiruvato sugiere fuetemente gue la enzima no solo tiene actividad de D-
LDH sino también de D-glicerato deshidrogenasa. Los residuos conservados de esta
enzima parecen ser residuos involucrados en el sitio de unién al sustrato y en la reaccion

catalitica correspondiente { Kochhar y cols. 1992).

LACTATO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE NAD" (ILDH)

Otro tipo de LDH, que no utiliza como coenzima NAD", se encuentra en una gran
variedad de bacterias; las enzimas de este tipo son denominadas iLDH y tienen
diferentes funciones en diferentes especies (Garvie,1980). igual que para las nl.LDH
también pueden producir L- 0 D- lactato.

Algunas iLDH son ciiosélicas, otras estdn asociadas a membranas, y algunas

otras se inducen si el lactato se utiliza como fuente de carbono en el medio de cultivo
' (Kline y cols, 1965); estas iLDH son generalmente flavoproteinas y catalizan reacciones
de oxido-reduccién utilizando FMN o FAD como cofactor.

Las iLDHs unidas a membrana convierten el lactato en piruvato. En E.coli no hay
evidencia de la reaccién reversa in vivo o in vitro, esta bacteria utiliza lactato como fuente
de carbono y sﬁ oxidacion estd acoplada a la transduccion de energia {Kohn y
Kaback,1973).

Algunas iLDHs como la de E.colf y A. aerogenes. estan asociadas con el
transporte de elecirones en presencia de D-lactato (Futai,1973; Short y cols. 1974; Kohn
y Kaback, 1973; Pascal y Pichinoty, 1965; Kemp, 1972). En E.coli, la D-LDH es

_constitutiva, mientras que la L-iLDH es inducible en presencia de L-actato o glucosa. En



Pseudomonas aeruginosas tanto la L-iLDH como la D-LDH también estan involucradas
en el tfransporte de electrones y son inducibles; oxidan ambos isémeros del lactato con
diferentes aceptores de electrones, por lo que se propone que son iscenzimas. Cstas
isoformas se localizan en la membrana milocondrial y al parecer tienen un grupo tiol
esencial para su funcion ya que son sensibles a p-dicloromercuriobenzoato, una
propiedad inusual de las iLDHs.

La D-ILDH es constitutiva en A.aerogenes (Kline y cols.1986) mientras que en
Staphylococcus aureus puede ser inducida por altas concentraciones de glucosa en el
medio de euitivo.

La D-iLDH de E. cofi ha sido aislada, purificada y reconstituida en vesiculas
{Zhen-YuSun y col. 1995); esta enzima oxida el D-lactato {Km 0.6mM) a pH 7.0 y utiliza
FAD como coenzima. Ha sido impticada en las reacciones de transferencia de electrones

y en el transporte activo de varios aminoacidos asi como de algunos azicares (Bames y

- Kaback, 1971). Se ha propuesto que la enzima de E. coff es un monémero de
.aproximadamente 72000 Da; sensible a oxamato (Ki=2x10* M), oxalato, y cianuro

{Ki=1.5raM}. El clanuro estimula la enzima a pH neutro e inhibe la actividad a pH
alcalino, Con arsenato {1 mM} se inhibe solamente 10% a diferencia de la L-nLDH que
se inhibe totalmente.

Se ha utilizado el reactivo de Ellman {acido 5-5'-ditiobis(2- nitrobenzoico)} para
congcer si fa DnLDH de E.coli , contenia en su estructura grupos sulthidrilos. Los 6
grupos sulfhidrilos titulados en presencia de 2% de SDS, mostraron que la D-LDH no
contiene ninguna union -5-S- ( Dowd y cols, 1995},

En Lactobacillus plantarum, se ha éecuenciado y clonado un gene que codifica
para ta D-LDH, e} cual ha sido expresado en células de E. cofi. Las secuencias de la D-
LDH de E. cofi y 1a D-LDH de Lactobacillus plantarum no presentan similitud entre ellas
{figura 3). La D-LDH de L. plantarum es homologa a la D-3 fosfoglicerato deshidrogenasa
de E. cofi y es homdloga también con la D-2-hidroxica’proato deshidrogenasa de L. casei
{Taguchi, 1991). Los residuos conservados involucran el sitic de union al sustrato y la

reaccion catalitica de esta enzima. También se encuentran involucrados los residuos



His'® y Asp®®; este par juega un papel esencial en la catalisis. Ademas, la Arg"" es
ifnportante para la union del sustrato, orientacion y reconocimiento del sitic de union at
sustrato. Las secuencias alrededor de estos residuos estan muy conservadas en varias
especies; la Arg™ de la D-LDH es la arginina conservada en el alineamiento, ademas,
dos residuos de histidina (His™-His™), y tres residuos de acido aspartico Asp’®, Asp™® y
Asp*® estan conservados en las cinco 2-hidroxiacido deshidrogenasas (Taguchi, 1991).

Esta familia consiste en enzimas D- esterecespecificas con especificidad por el
" piruvato y el hidroxipiru#ato; ta D-LDH tiene actividad de D-glicerato deshidrogenasa.
Los residuos del sitio activo de las secuencias de esta familia de proteinas son muy
conservados y estan involucrados en la union del sustrato al sitio catalitico (Kochhar y
col. 1892).

En resumen la actividad de la LDH, dependiendo del organismo que se trate,
puede tener una actividad dependiente o no de NAD*. Su substrato, determinado in vifro

puede ser un el isdmero D- o L4actato. También pueden ser de localizacion membranal
y dependientes de FAD o FMN,
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LDH MEIIAYAVRDDERPFFDTWMKENPDVEVKLVPEL
HIDH MEKIIAYGARVDEIQYPKOWAKDTGNTLEYHT - BF
PGDH MAXVSLEKDKIKFLLVEGVHQKALESLRAAGYTNIEFHKG
HPR AKPVQIEVWNPNGKYRVVSTKPNPGTRWINLLIEQDCRVEICTERKTILS
PDXB MKILV
40 s0 60 70 [:3+]
LDH LTEDNVDLARGPDGADVYQQKDY TAEVLNELADRGVENISLRNVGVDNLD
HIDH LDENTVEWAKGFDGINSLQTTPYAAGVFERMHAYGIKFLT [RNVGTDNID
PGDH ALDDEQLKES IRDAHF IGLRSRTHLTEDYV INAARKLVAIGCFCLGTNQVD
HPR VEPILALIGDKCDGVIGQLTEDWGEVLFSALSRAGGKAFSNMAVGYNNVD
PDXB DENMPYARDLFSRLGEVTAVPGRPIPVAQLADADALMVRSVTKVNESLLA
90 100 11¢ 120 130
LDH VPTV-KARGLNT SNVPAYSPNATAELSVTQLMQLLRQTPMFNKX LAKQDF
HIDH MTAM-KQYGIRLSNVPAYSPAAIAERFALTDTLYLLRNMGKVQAQLQAGDY
PGDH LDAAAK - RGIPVFNAPFSNTRSVAELVIGELLLLLRGVPEANAKAMRGVW
HPR VNAANKY -GVAVGNTPGVLTETTAELAASLSLAMARR I VEADEFMRAGRY
PDX3B GKPI -KFVGTATAGTDMVDEAWLKQAG IGFSAAPGCNALAVVEYVFSSLL
140 150 169 170 180
LDH RW« « APD~ IARBLNTMIVGVIGTGRIGRAAID IPRGFGAKVIGYDVYRNA
HIDH EK - - AGTFIGRELGQQTVGVMGTGHIGQVAIKLFKGFGAKVIAYDPY PMK
PGDH NKLAAGSF - - ~RARGKXLGIIGYGHIGTQLGILAESLGMYVYFYDIE-NK
HPR DGWLPNLFVGNLLKGETVGVIGAGRIGSAYARMMVEGFKMNL IYFDLYQS
PLXB MLAERDGF « » ~SLYDRTVGIVGVGNVGRRLOARLEALGTETLLCDPPRAD
19¢ 200 210
LDH ELEKEGMYVDTL-~----------ccuc=- DELYAQADVITLHVPALX - -
HIDH GDHPDFDYV-SLE~w=r-==---=-u-cm-- D-LEFKQSDVIDLHVPGIE- -
PGDH LPLGNATQVQHL D-LLNMSDVVSLHVPENP - -
HPR TRLEKFVTAYGEFLKANGEAPVTWRRASSMDEVLREADVISLH - PVLDK-
PDXB RGDEGDFR~-~SL-~----~ mmmmmemem- - DELVQRADILTFHTP-LFKD
220 230 240 250
LDH - - -DNYHMLNADAF SKMKDGAY I LNFARGTLIDSEDLIKALDSGKVAGAA
HIDH - - -QNTHI INEAAFNLMEPGAIVINTARPNLIDTQAMLSNLKSGKLAGVG
PGDH - - - STKHMMGAKE I SLMKPGSLLINASRGTVVD I PALCDALASKHLAGAR
HPR ~ e o TTFHLVNKESLKANKKDAILINCSRGPVIDEAALVDHLRDNEPMERVG
PDXB GPYKTLRLADEKL IRSLKPGAILINACRGAVVDNTALLTCLNEGQKLSVV
260 270 280 290 300
LDH LVTYRYRTKIFNKDLECGQT I DDKVFMNLFNRDNVLITPHTAFYTETAVHN
HICH IDTYRYRTEDLLNLAKHGS FKDPLWDELLGMPNVVLSPHIAYYTETAVHN
PGDH IDVFPTB--------- PATNSDPETSPLCEFDNVLLTPHIGGSTQEAQEN
HPR LDVFEDEB--------=----~ PYMKPGLADMYNAIIVPHIASASKWTREG
PDXB LDVWEGE----~--------- PELNVELLKKV-DIGTSHIAGYTLEGKAR
110 320 330
LDH MVHVSMNSNKQRIETGKADTCQVK-- -#D
HIDH MVYFSLQHLVDFLTKFXPARKLL - - - VQQVVN
PGDH IGLEVAGKLIKYSDNGSTLSAVN - - - PPEVSL-- -~ - PL- -HGGRRLMHI
HPR MATLAALNVLGKIKGYPVWSDPNRVEPFLDENVSPPAASPS IVNAKALGN
PDXB GTTQVFEAYSKPIGHEQHVALDTLLPAPEFGR I TLMGPLDQPTLXRLVHL

Figura 3. Comparacion de 1as secuencias de U-2 hidroxidcido deshidrogenasas. Los aminoacidos idéaticos
de la D-LDOH se encuentran sefalados con letras mas obscuras. Los nomeres de alineacion indican la
posicion de los residuos de aminoacidos en las D-LDH. LDH, L plantarum D-lactato destdrogenasa, HID, L.
casei D-hidroxiisocaproato deshidrogenasa;, PGDH, E.col D-3- fosfoglicerate deshidrogenasa, HPR.
hidroxipiruvato reductasa de pepine, PDXB, E. cofi producto del gene pdxb (Taguchi y col. 1991)



Edgiena gracilis

Generalidades

En los Ultimos afios se han efectuado un gran numero de investigaciones con
protozoarios, dirigidas al conocimiento de estos organismos y en parte al estudio de
fendmenos biologicos generales. Los estudios con cultivos axénicos han tenido mucha
importancia, tanto paré conocer los sistemas bioquimicos que utilizan fos protozoos con
el fin de obtener energia, como para el conocimiento de los tipos de moléculas
requeridas para algunas reacciones sintéticas.

Se ha estudiado la n-LDH de muchos organismos y se ha purificado a partir de
mamiferos, plantas, bacterias y hongos. Los péptidos importantes que las componen han
conservado su estructura primaria durante la evolucion, indicando un origen comin.

En Fuglena se ha descrito fa presencia de una D-Iactatd deshidrogenasa
dependiente de flavin mononucléotido directamente unida a a cadena respiratoria (Uribe
y cols, 1892), la cual también ha sido descrita en E.coli (Zhen-Yu-Sun y cols. 1993).
Esto convierte a Euglena en un buen modelo de estudio, sugiriendo quizas alguna
relacion funcional entre ambas enzimas.

Taxonomia

En particular, el généro Euglena es un taxén complicado por el hecho de
presentar caracteristicas de células animates y vegetales, como lo son la presencia de
uha envoltura celular gompieja 6 pelicula y de cloroplastos (Patersson.1991); ocupa asi
una posicion Gnica en la evolucidn {Leedale,1974; 1978). Los euglenoides son los
organismos mas relacionados con los kinetoplastidos: tripanosomatidos y bodénidos
por lo que, dependiendo del autor, han sido ubicados en el reino vegetal 6 en el reino
protista (Klvic y cols. 1984; Jin-Yan-Cui, 1994).

Se han realizado analisis filogenéticos usando COI (gene la de subunidad ! de Ia
citocromo oxidasa) y Hsp 60 {proteina de choque térmico) (figura 4) y las secuencias de
las proteinas sugieren relaciones entre los genomas mitocondriales de E.gracilis y
kinetoplastidos, (Yasuhira y cols, 1997) lo cual coincide con las relaciones filogénéticas
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de estos grupos previamente reportados ulilizando RNAr (Gualtieri, 1993} y pre-
mensajeros de RNA nucleares a través de un mecanismo de “trans-splicing” (Tessier y
cols. 1991).

Por otra parte, se ha propuesto que estas relaciones filogenéticas entre Euglena y
Trypanosoma coinciden ya que, al parecerer la célula hospedera de esta endosimbiosis
secundaria (en que un eucarionte se introduce en otro eucarionte) fué otro protozoario
que ha sido relacionado paralelamente con los tripanosomas (Palmer.y Delwiche.1996).
Euglena y Trypanosoma, representan la primera linea celular conteniéndo ritocondrias
{Hensgens y cols.1984), por fo que se sugiere que un evento evolutivo como la
endosimbiosis secundaria se llevo a cabo en estos organismos.

Algunos genes que codifican para protefnas esenciales de cloroplastos y
mitocondrias son codificados en genomas de organismos con antecedentes de vida libre,
los posibles endosimbiontes que dieron origen a estos organelos. Estos procesos de
transferencia de “proteinas endosimbitticas” o sus genes, es un caso especial que se
lleva a cabo entre Reinos y al parecer esta transferencia es horizontal, lo que tiene una

Qran importancia dentro del contexto bioldgico (Henze y cols. 1995).



64 Drosophila melanogaster . 7]
—C Homo sapiens Animalia
Ceanorhabditis elegans -
Schizosaccharomyces pompe :] Fungi
68 Saccharomyces cerevisiae - Mitochondria
160 Trypanosoma brucei | Protist '
100 ﬂ Euglena gracitis ! (Euglenozoa)
] 86 Zea mays Plantae
L Chlamydomonas reinhardtii - -
- 10 Paracoccus denitrificans CtaD! 7]
100 Paracoccus denitrificans CtaDit
Rhodobacter sphaercides aProtecbacteria
— Rhizobium leguminosarnum
— Bradyrhizobiun japonicum N
B ‘ ) - -
Ceanorhabditis elegans Animaii
83 {Homo sapiens -
51 Saccharomyces cerevisiae B Fungi
[ —: Schizosaccharomyces pompe | Mitochondria
Zea mays - Plantae
100 p————— Trypanosoma brucei 1 Protist
Euglena gracilis _{ (Euglenozoa)
Rickeftsia tsutsugamushi 7]
Rhizobium meliloti aProtecbacteria
Rhodobsacter sphaercides o -
&scherichia coli y Proteobacteria
L Pseudomona aeruginosa .
Helicobacter pylori :] 4 Proteobacteria
Bacitius sublilis . T Fimicutes
Chiamydia trachomalis 21 Chlamydia

Figura 4. Reconstrucceion filogenética de dos genes mitocondriales de diversos eucariontes
A, COL B. Hsp8(. (Yasuhira, 1997)



Desde el punto de vista botanico Euglena pertenece a la Divisibn Euglenophyta
{del griego eu=verdadero, glene=globo ocular y phyton=planta), clase Euglenophyceae
(Margulis,1981).
Por otra parte, st se considera como organismo protista, la clasificacién de Euglena,
segun Levine y cols. (1990) seria:

Reino Protista
Phylum ‘Sarcomastogophora
Subphylum Mastigofora
Clase Phytomastigophorea -
Orden Euglenidae
Suborden Euglenina
Género Eugfena

- Especie gracilis

La propuesta actual de ubicacién taxonomica:de Euglena gracilis (Margulis et
al, 1980)

‘Reino Protista
Phylum Euglenida
Clase Euglenophyceae

Eugfena es un flagelado protista de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas
{Walne y Kivic,1989; Triemer y Farmer,1991) y moleculares (Sogin y col. 1989, Baldauf y
Palmer,1993; Henze y cols.1995). Es considerade un organismo monofilético y esta

estrechamente selacionado con fos kinetoplastidos. Los miembros de la familia

"Euglenczoa representan una linea divergente en la evolucion temprana de lineas de

eucariontes con mitocondrias {Sogin y col. 1989).

Este organismo presenta en la parte anterior una invaginacion por donde entra el

alimento que consiste en un caznal estrecho que se expande posteriormente en un

reservorio en donde se vacia la vacuola contractil.



Euglena gracilis presenta dos tipos de flagelos unidos a blefaroplastos en la base
del reservorio, uno intemo que no emerge y ‘esta unido al fotoreceptor (Sleigh,1986).
También, presenian una mancha ocular o estigma el cual contiene astaxantina, un
pigmento encontrado en crustaceos (Buetow, 1968).

Como todos los protozoarios, excepto las amibas, posee una pelicula la cual
presenta surcos en espiral; adyacentes a la pelicula se encuentran mucocistos, los
cuales secretan material mucoide para lubricar entre los surcos de la pelicula durante tas
contracciones (Buetow,1982). Otra caracteristica Unica de la pelicula es su contenido
relativamente alto de carbohidratos. La pentosa y la metilpentosa componen el '80% del
total de los azicares, difiriendo de las membranas de ofros organismos en donde el
componente mayor es la hexosa. Solo presenta un amincazicar, la glusosamina. '

Con respecto a la compaosicion lipidica de ta pelicula, los mas abundantes son el
acido linoléico, araquidonico, miristico y palmitico. Los triglicéridos varian dependiendo
de ia fuente de carbono del cultivo. Los fosfolipidos que contiene son fosfatidileolina,
fosfatidilserina, fosfatidiletanotamina y fosfatidilinositol también tiene galactolipidos y
sulfolipidos como los tipicos de organismos fotosintéticos. E! ergosterol es el esterol mas
abundante en Euglena y constituye del 0.05-0.1% del total en peso himedo (Buetow,
1968).

La reproduccidn es asexual por fision longitudinal binaria con division
simetrogénica, el tiempo éenér;cionai varia entre 10 y 22 horas dependiendo de la
fuente de carbono y la cepa (Sieigh,1986). Se ha observado la formacién del huso
mitdtico, pero no forma placa ecuatorial metafasica v los cromosomas que carecen de
centrémeros se desplazan hacia los polos de manera autonoma.

Con respecto a las mitocondrias, estas varian en cantidad, tamafic y estructura
LLas mitocondrias estan limitadas por dos membranas de 60 A aproximadamente. Segdn
las condiciones de crecimiento y la fuente de carbono, en Euglena se han observado dos
poblaciones de mitocondrias {Leedale,1978). una en forma de red filamentosa vy
ramificada que recibe el nombre de reticulo mitocondrial, el cual ocupa del 15% al 16%

del volumen total de la célula, y puede ser temporal {Calvayrac y cols. 19721974,
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Ledoight y cols.1972., Lefort-tran, 1975) y otra poblacion de mitocondrias las cuales son
pequefias y redondas distribuidas en toda la célula (Raya y Moreno-Sanchez, 1987). En
ausencia de fuente de carbono en el medio de cultivo se observan mitocondrias
encapsuladas en una membrana que es comparable con vacuolas autofagicas
encontradas en otros organismos. l

En Euglena crecida en la obscuridad, Osafune y cols. (1987) observaron
diferencias inorfolégicas en las mitocondrias durante la fase estacionaria de crecimiento;
una poblacion de forma reticular y otra redonda, proponiendo que estos cambios
dependian del ciclo celular, la fuente de carbono y la presencia o ausencia de
inhibidores. _

Otros  microorganismos {(Microsomas pusilla, Trachelomonas, Menodeum ,
Rhabdomonas, Chlamydomonas y Chlorefla) asi como algunas levaduras y plantas
presentan un reticulo mitocondrial similar al de Euglena. '

En cuanto a la division de las mitocondrias existen dos modelos, uno propone que
es durante la division celular que todo el condrioma se divide, y ef otro que se fragmenta
p_reviamente fbrmando mitocondrias, las cuales se reparten entre las células hijas
{Buetow, 1989}

A diferencia de animales y plantas, Euglena gracilis sintetiza paramilo como
polisacarido de reserva, un polimero glucosidico con enlaces B1-3 entre los
monosacaridos. Por ofra parte, se ha demostrado (Briad y col. 1981) que en Euglena el
lactato es metabolizado a lo largo de la via que transforma lactato en el polisacarido de
reserva paramilo, por la presencia de una fosfoenol piruvato carboxicinasa dependiente
de GTP (Cook, 1966). La trehalosa se encuentra como segundo carbohidrato de reserva
{Miyatake y col. 1984).

Para su crecimiento el intervalo de pH del medio de cultivo puede variar de 2.8 a
7.8, dependiendo de la fuente de carbono (Cook, 1968). Las células sobreviven a
condiciones extremas de anoxia o altos niveles de radiacion ionizante (Buetow, 1989) y

son capaces de soportar altas concentraciones de metales pesados como plomo, cadmio



y mercurio (Bariaud y Mestre, 1984., Bariaud, 1985, De Filippis, y col. 1994., Navarro y
cols. 1997).

SISTEMA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES
Euglena gracilis

Las mitocondrias de Euglena presentan funciones similares a las descritas en
mitocondrias de mamiferos y plantas en cuanto a la obtencion de energia.
. Dantorth, (1953} fué el primero en demostrar la existencia del ciclo de Krebs en Euglena,
asi como la oxidacién de diversos sustratos, Asi, el etanol, el acetato y el lactato son
oxidados a pH 7.0, mieniras que el s_uccinato', fumarato y malato son oxidados en medio
acido. Como se menciond anteriormente las mitocondrias aistadas de este organismo
oxidan diversos sustratos, principalmente lactato (Price, 1962; Rutner y Price, 1964:
Sharpless y Butow, 1970; Lord y Merret, 1971; Collins y cols. 1975; Calvayrac et al, 1978;
Tokunaga, 1979; Isegawa, 1984; Buetow, 1989; Uribe y Moreno-Sanchez, 1992) .

Aunque }Eug!ena tiene una cadena de transferencia de electrones la cual incluye
los complejos I, I, Ul y iV, algunos de estos componentes tienen caracteristicas
bioguimicas atipicas {Sharpless y Butow, 1970). La oxidacion de algunos sustratos es
sensible a diversos inhibidores de la cadena de transporte de electrones como la
rotenona, la antimicina, el amital, y el cianuro, o de la fosforitacién oxidativa como Ia
oligomicina; sin embargo, esta sensibilidad es parcial, o cual sugiere la existencia de una
cadena de electrones alterna (Sharpless y Butow, 1870) similar a la que se encuentra en
mitocondriasl de plantas, bacterias, levaduras y otros microorganismos {Henry vy
Nyns,1975), ademds de la cadena de transporte de electrones clasica sensible a la
rotenona , la antimicina y el cianwro.

En Euglena, Perini y cols. (1964) reportaron la presencia de distintos citocromos
{a,b y c), asi como la existencia de un citocromo o {tipo b) que funciona como oxidasa
- terminal (Devars y cols. 1992), aunque la participacion de estos componentes en la

oxidacion de sustratos insensible a cianuro no ha sido demostrada.



En Euglena el citocromo ¢, funciona como acarreador de electrones entre los
complejos Il y 1V, esta unido covalentemente al hemg, a través de un enlace sencillo
tioéter (esto es una particutaridad en Euglena). También el citocromo ¢, tiene un maximo
de absorcién a 561 nm en Euglena a diferencia de los citocromos comunes que
absorben a 553 nm, ademas de estar unido a una secuencia (-Phe-Ala-Pro-Cys-His)
diferente a la de otros organismos (-Cys-Xaa-Xaa-Cys-His-) (MuKai y cols. 1989).

Por olra parie, se ha propuesto que en células de Euglena crecidas en presencia
de antimitina se induce una via alterna (Sharpless y Butow,1970). En estudios realizados
en nuestto laboratorioc se observd la sobreexpresién de la cadena alterna en
mitocondrias de E. gracilis crecidas en etanol y glutamato+malato+cianuro como fuentes
de carbono { Jiménez-Mayorga, 1994 y Guzman y cols. 1994).

En E. gracilis Ya oxidacion de lactato insensible a clanuro y la esfimulacion por
AMP de la cadena alterna también depende de la fuente de carbono (Sharpless 'y
Butow,1970). Esta cadena alterna de transporte de electrones es capaz de oxidar el
NADH exogeno y enddgeno, el succinato y el factato, se estimula por AMP , es
insensibles a el cianiiro v la antimicina, pero sensible a DPA (Sharpless y Butow, 1970;
Collins y col. 1975; Calvayrac y col. 1978; Moreno-Sanchez y Uribe y cols. 1992).

La informacion disponible ha llevado a proponer la existencia de diversas rufas

para la oxidacion de sustratos en Euglena.

R S 11} i nsible a CN. Esta cadena sensible a CN es similar a
la encontrada en mitocondrias de plantas y animales, y tiene como funcion la
transferencia de electiones desde el NADH endogeno y el succinato al oxigenc
(Buetow,1989)

Ruta de la ¢itocromo oxidasa insensible a CN. Esta via es estimulada por AMP | es

sensible a SHAM (ruta de la oxidasa alterna) insensible a CN , y se utiliza en el
transporte de electrones desde ¢l succinato, sin acoplarse a la fosforilacion de ADP.

En Euglena gracilis esta posible oxidasa alterna no esta identificada.




Ruta propuesta para la oxidacién de Lactato Price, demostré en 1962 |a oxidacion de
lactato en extractos celulares de Euglena; al parecer esta oxidacién depende de zinc en
el medio de cultivo. Por otra parte, se obtuvo evidencia de 2 LDH dependientes de NAD",
una. insoluble que no disminuye su actividad por deficiencia de zinc (D-LDH), y una
soluble que es sensible a la faita de zinc en el medio de cuitivo (L-LDH).

Lord y Mermet {1971) y Collins y Merret (1975) observaron la oxidacién de D-
lactato en células de Euglena crecidas en presencia de luz, en las cuales Ia inhibicion en
presencia de cianuro 1m fué sdlo del 10%.

Por ofra parte, se ha propuesto que la oxidacién del lactato esta acoplada a dos
sitios de fosforilacion (Sharpless y Butow 1970 a,b): un sitio acoplado a la transferencia
de electrones que va det citocromo aa, al oxigeno y et segundo sitio con un flujo de
electrones desde el citocromo b ( quizas el by, ) al citocromo ¢ (figura 5). Rutner y Price
(1964), propusieron que los electrones del D-lactato entran a la cadena de transporte de
electrones de Euglena principalmente a nivel de la ubiquinona.

Cabe sefialar que el potencial de membrana generado por la oxidacion de -
lactato es parcialmente sensible a cianuro y de acuerdo con lo observado por Moreno-
Sanchez y Raya (1987), que la respiracion resistente a cianuro es capaz de generar un
potencial de membrana .

Buetow (1989) ha propuesto diversas vias de oxidacion del lactato en
mitocondrias de Euglena ( figura 5 ), que se resumen a continuacion:

1) Los electrones provenientes de la oxidacion del lactato entran a la cadena
respiratoria por una iDLH que tendria FAD o FMN como grupo prostético, de donde van a
un citocromo tipo b que los transfiere al citocromo (¢ acoplado a la fosforilacion) y
finalizan con la citocromo ¢ oxidasa. Esta via involucra a la oxidasa alterna que es
sensible a SHAM y CN. Sin embargo, el SHAM de acuerdo con lo ya reportado por
Kiimnel y Brinkmann (1988), y Schonbaum (1971) no tiene efecto en la oxidacién de

diversos sustratos, en particular el lactato en las mitocondrias de Fuglena.



2) Los electrones que llegan al citocromo "tipo b" son transferidos a la ubiquinona
y siguen la cadena de transporte de electrones clésica sensible a antimicina y CN; 6 una

via insensible a antimicina (50-90%) pero sensible a CN.

3} Una via insensible a CN que involucra a la oxidasa alterna (Calvayrac y
Butow,1971; Collins y Merret 1975; Calvayrac y cols. 1978) donde se propone un

citocrome tipo "b" insensible a antimicina.

Via normal 2 ATPs sensible a antimicina
Citocromo aa, via citoctomo "b"———rii—— 2 ATPs insensible a antimicina

Via de la oxidasa alterma : 0 ATPs insensible a antimicina

En Eugfena se ha reportado que la via insensible a CN se modifica por Ia fuente de
carbono (Sharpless y Butow,1970., Henry y Nyns, 1975}, aunque su funcién biologica
no esta bien establecida; esta condicién es similar a lo que sucede en procariotes
. (Escamilla y cols. 1987}.

Se ha enconfrade en Euglena que la sintesis de ATP con L-lactato es
parcialmente sensible a antimicina (18.8% de inhibicién) y sensible a CN (80.8% de
inhibicion), esto podria ser otra e_\kidencia de que la via altemna es capaz de llevar a cabo

sintesis de ATP en presencia de CN. .
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Una demostracion directa de Ia fosforilacidn oxidativa acoplada a la oxidacion de
L-lactato es la resistencia a la antimicina y sensibilidad al HQNO confirmando que este
sustrato es oxidado por la via alterna (Uribe y cols, 1992) . Como se mencion6
antericrmente, el L-lactato dona sus electrones a la cadena mediante un citocromo tipo
"b" {componente de la via altemna), el cual transfiere electrones al citocromo "¢" acoplado
a la fosforilacion ; esta transferencia de electrones es méas sensible a CN que a
~ antimicina, en tanto gue Sharpless y Butow (1970} observaron que la respiracion con D-
lactato es mas sensible a la antimicina que con L-lactato.

Propusimos asi que en ias mitocondrias de Euglena gracilis existen dos vias, una

alterna resistente a cianuro que parece no estar acoplada a la sintesis de ATP, y otra via,
que depende la lactato para llevar a cabo diversas reacciones dependientes de energia
{Uribe y Moreno-Sanchez, 1992}
La presencia de una lactato deshidrogenasa en particulas submitocondriales de E.
gracilis sugiere que dicha enzima es un componente integral de la membrana interna
cuande 1a fuente de carbono del cultivo es glutamatotmalato (Uribe y cols, 1992}
Interesantemente, estas caracteristicas son muy similares a las descritas para cadenas
respiratorias de bacterias.

En el laboratorio se ha propuesto un esquema (figura 6) con respecto a los datos
obtenidos, mostrando los sitios de oxidacidn del L-lactato, los posibles cofactores.de la
lactato deshidrogenasa, asi ¢omo su interaccidon con diversos inhibidores (Jiménez_,
1994). '
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Por lo gue respecta al trabajo realizado en nuestro laboratorio, los datos han
sugerido que la respiracion insensible a antimicina y cianuro en Euglena se debe a
la presencia de una oxidasa alterna que se expresa de forma constitutiva, aunque
sus niveles parecen depender de ia fuente de carbono (tabla 1) o de la presencia de
inhibidores en- el medio de cuftivo. El grado de inhibicion de la respiracion si

depende de la presencia de inhibidores, pero no la cantidad de la enzima.

Tabta 1. Inhibicion del consumo de oxigeno en mitocondrias de Euglena gracilis crecidas en
distintas fuentes de carbono. Las mitocondrias  (1mg/ml) fueron incubadas con los inhibidores

" durante 5 minutos antes de la adicién de L-lactato (10 mM), Los datos representan el porcentaje de
inhibicidn y son el promedio de 5 preparaciones + error estandar ( Uribe, 1992; Jiménez-Mayorga,
1994; Navarro-Moreno, 1995}

Inhibidores Fuentes de Carbono
Etanol Glutamato + Malato Peptona
Rotenona (0.5 mM) 1014 341 g+0
Antimicina (0.01 mM) 36+2 1416 6710
Mixotiazol (0.01 mM) 37+4 7213 67+0
HQNO  (0.01 mM) 156 78+2 34 £1
CN (0.1 mi) 3B+r7 663 395
DPA (0.25 mM) 777 838 100+ 0
Disulfiram {0.5 mM) 34 +4 9+2 0+0
SHAM (0.5 mM) 37+4 21 8+01
Velocidad de Respiracion (ng 200+ 10 90+ 6 (10) 117+ 13
atomos de O,/mgimin}




Bacterias

Se ha demostrado en bacterias que la expresion funcional de la cadena
alterna depende de la fuente de carbono del cultivo y del estadio de crecimiento
(Escamilla y cols. 1988). En particular en Euglena parece ser inducida en presencia
de etanol (Hosotani y cols. 1988; Ono y cols. 1995) o lactato (Catvayrac, 1970;
1971, 1978).

Las cadenas respiratorias de bacterias tienen diversas oxidasas terminales
que se expresan simultarmeamente. El citocromo aa, de bacterias tiene funciones
analogas al citocromo aa, mitocondrial, El citocromo o es una oxidasa terminal que
contiene un hemo tipo “b”, en E.coli la ubiquinok0, oxidoreductasa, contiene dos
hemo tipo “b", uno forma un centro bimetalico con cobre, como el citocromo aa,.

En procariotes se conocen ianto citocromo como quinol oxidasas terminales
alternas que bombean protones (Puustinen y cols. 1989). Estas enzimas se agrupan
dentro de la familia de oxidasas respiratorias Fe-Cu, que incluyen al complejo bo,
de E. cofi, caa, y cao, de Bacillus y un complejo no totaimente identificado en
Paracoccus deniiﬁﬁcans {Garcia-Horsman y cols. 1994). En este organismo el
consumo de oxigeno con succinato como sustrato se reduce entre un 40-50% en
presencia de mixotiazol (8.8pM), sugiriendo que la actividad sensible a mixotiazol,
es debida a una oxidasa altera que es el citocromo o {Parsonage y cols. 1986),

Se ha aislado y purificado el citocromo ¢ de P.denitrificans, el cual presenta
caracteristicas fisicas y funcionales similares a las encontradas en citocromos
aistados de otras bacterias, también presentan un citocromo "cd” inducible que
funciona in vivo como nitrito reductasa. Ademas, tanto Paracoccus como
Hidrogenomona entropha, E.coli y Bacilius megaterium muestran un tipo de control
respiratorio similar al mitocondrial, y esto es raramente observado en otras
preparaciones de membranas bacterianas.

La cadena respiratoria de P. denitrificans (Figura 7) tiene componenies
adaptativos y constitutivos, que estan ausentes en mitocondrias. Su cadena
respiratoria incluye dentro de estos componentes adaptativos una transhidrogenasa

dependiente de NAD’, succinato deshidrogenasa, NADH deshidrogenasa, y algunas
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enzimas del ciclo de Krebs, flavoproteinas, proteinas Fe-S, ubiginona 10, {como
Unica quinona funcional de la cadena), 2 citocromos b y 2 citocromos ¢ faciimente
distinguibles de los componentes de la cadena respiratoria de células con
crecimiento aerdbico, citocromo aa, y citocromo oxidasa y baja sensibilidad a
antimicina y rotenona. Los componentes adaptativos incluyen una hidrogenasa,
formato deshidrogenasa, y una lactato deshidrogenasa la cual se induce

dependiendo de la fuente de carbono.

Lactato
© Succinato \
NADPH \.
FP Cit. o
\ ™

NADH— FP_, FeS—» UQ-10 — Cit. —., Citc,c —, Cit.aa, —" O,

L

FeS, Mo Cit. cd

oo N -

NO, ~ *NO,

Formato—

Figura 7. Cadena respiratoria de Paracoccus denitrificans. Componentes adaptativos y constitutivos
de Ia cadena de transporte de electrones. Tomado de John y Whatley, 1975.

El lactato dona sus efectrones a la ubiquinona (figura 7) la nitrato reductasa y
la nitrito reductasa {citocromo cd). £n estas mitocondrias la velocidad de respiracion
se incrementa con la adicion de ADP y FCCP, y disminuye en presencia de

venturicidina y oligomicina (John y Whatley, 1975).
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Paracoccus denitrificans posee una cadena respiratoria que incluye NAD+
transhidrogenasas, NADH y succinato deshidrogenasas, ubiquinol como Gnica
quinona funcional, dos citocromos b, dos citocromos ¢, y una citocromo oxidasa.
Esta cadena es sensible a bajas concentraciones de antimicima vy rotenona, pero es
poco sensible a CN, por lo que se ha propuesto la presencia, como en otras
bacterias, (Johny Whatley,1975) de una via alterna en la cual existen componentes
constitutivos y componentes inducibles de la cadena de transporte de etectrones.
Entre estos dltimos podemos mencionar el "citocromo cd” que funciona in vivo
como una nitrito reductasa.

Ef lactato entra a nivel det citocromo “b” en Euglena. Se ha sugerido que la
lactato deshidrogenasa es un componente adaptativo en Paracoccus, simitar a lo
propuesto por Buetow para Euglena , ademas, P.denitrificans puede utilizar acido
factico y etanol como tnicas fuente de carbono y asi modificar los componentes de
su cadena de transporte de electrones que son inducibles.

Como el patrdbn de oxido-reduccién con L-lactato como sustrato fue
parcialmente sensible a rotenona y mixetiazol, y el DPA y el HQNO lo redujeron
totaimente, esto parece indicar que 1a oxidacion de L-lactato esta asociado con la
formacion de NADH.

En P. denitrificans la transferencia de electrones involucra fa reduccion del
oxigeno molecular y este praceso esta acoplado con la redt.iccién de el nitritc y el
nitrato (figuras 8 y 9). Esta cadena es capaz de generar un potencial efectroquimico
transmembfanai. Paracoccus presenta una elevada adaptabilidad ya que utiliza

diferentes aceptores finales de electrones dependiendo de la disponibilidad de
oxigeno.
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Figura 8. Respiracion aer6bica.{(A) esquema de la cadena respiratoria como la que se encuentra en la
membrana interna mitocondrial y en la membrana citoplasmica de. bacterias aerébicas : NADH
deshidrogenasa, ubiquinona {Q}, corplejo be1, citocromo ¢550 y citocromo ¢ oxidasa. (B} cadena
respiratoria aerdbica en Paracoccus denitrificans. Metilamina deshidrogenasa (MADR), metanol
deshidrogenasa (MDH), NADH-DH, ¥ succinato deshidrogenasa. Los numeros delimitados con
circulos indican la estequiometria. Tomado de Van Spanning y cols. 1995,
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Figura 9. Respiracibn anaerdbica, {A) esquema det complejo polipeptidico involycrado en la denitrificacion, localizado en la
membrana diopldsmica de bacleriag anaerbbias. {B) cadena respiratoria anaerobica de Paracoccus denitrificans. Nitrato
reductasa (Nar), nitrito reductasa- {Nir}, oxido nitrico (Nor), y oxido nitroso {Nos), ditocromo 550, pseudoazuina que es un
acareador de elecirones altemo del complejo bet hacia Nir y Nos, en analogia con el chb3 oxidasa. La estequiomelria se
ingkca con circulos. Tomado de Van Spanning y cols. 1995,
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Piantas

En plantas también se ha demostrado la existencia de oxidasas terminales
alternas insensibles a CN y antimicina (figura 10). Algunas varian en cuanto a la
sensibilidad a diversos inhibidores, lo que depende de la fuente de carbono del
medio de cultivo ( Lance y col. 1985; Siedow, 1980, Moore y Siedow, 1991,
Hoefnagel y col. 1995; Day y col. 1994). También se ha demosirado que estas no
tienen la capacidad de formar un gradiente electroguimico de protones ( Siedow,
1978; Hud y Palmer, 1978; Zhang, 1996}.

Rasmusson (1990} determind que estas oxidasas estan asociadas a la
membrana mitacondrial-interna orientadas hacia la matriz, ya que el fratamiento con
iripsina en particutas submitocondriales disminuye la actividad inseﬁsibie a KCN en
un 50%, lo que no sucede en mitoplastos.

Se ha propuesto que el sitio de bifurcacion de la oxidasa alterna es a nivel de
las quinonas {Moore y Siedow, 1991) . La actividad de la quinol oxidasa es sensible
a acidos benzohidroxamicos (SHAM) (Schonbaum y cols. 1871} , at n-propil galato
(Siedow y Girvin, 1980), al disuifiram (Grover y Laties, 1981)y al DPA (Baker, 1963).

En plantas existe una oxidasa alterna sensible a SHAM, y parcialmente
sensible a CN,Vantimicina, azida, y CO. Esta via es similar a encontrada en hongos
y algas {Lloyd,1974)

9



‘T661 ‘mopeTs £ DICOK Sp opeRuOY |
ZTAZRUW=H 10803T0=D * (wEepIXO-TOUTNd) euisiie =4
esEPIX0e Bun £ BUIaIXe vseuabolpTysep HOYN PUN BAIDSUO °F

*EYINYId 30 TYISANODOLIW YINOLYHI4SEY YNIQYD ¥T 2C¢ NOILOVZINYDHO 0T ®anbra

11 O 1dNOD)
0} eieuing oj®u)l dONS
=41
o%H uow.‘ 2 |OPH .uo.m\ o~ +dYN Havw +OYN HAYN
YNYILIV
7 as YSvaixo
980’ d
1 % BA
g . k4 of
' ’\' -] v
8¢ h m. "
V "
Y or £
th Or31dnNoD -
ot - 1 OF3 W00
UNEILXS

"Ml Or3ITNO0D VSYNIDOHAIHSIA HAYN




La existencia de vias altemas de transporte de electrones se conoce en
hongos (Guerin y cols. 1994), protistas {Devars y cols. 1992), y algas (Eriksson,
1095).

La actividad es insensible a CN similar a lo ya reportado en plantas, donde
las oxidasas alternas son del tipo quinol oxidasas con elevada sensibifidad a SHAM
y no forman gradiente electroguimico. En Eugfena la via es insensible a SHAM vy si
participa en la formacion de potencial. Se sugiere que esta oxfdasa alterna, no es
una quinol oxidasa sino que probablemente se trate de una citocromo oxidasa
{Uribe y cols. 1992},

Algas

En mitocondtias aisladas de algas clorofitas como Chlamydomonas, se ha
detectado la actividad de una oxidasa alterna parcialmente insensible a CN y
sensible a SHAM {Weger y cals. 1990; Eriksson y cols. 1995} aunque no se conoce
su participacion en fa fosforilacion oxidativa.

En mitocondrias de Polytomeﬂa {alga incolora) se ha determinado la
presentia de hemos b, ¢, ¢,, a y a,, algunas flavoproteinas; asi como sensibilidad a
antimicina, rotenona, piericidina y altas concentraciones de KCN ({bloyd vy
Chance,1968). La existencia de una oxidasa alterna insensibie a KCN parcialmente
sensible a disuffiram y propil-galato -y totalmente sensible al DPA, la antimicina y el
HQNO fué recientemente reportada {Reyes, 1997).
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OBJETIVOS

El interés por conocer la funcién de las enzimas que intervienen en la
oxidacion de los distintos sustratos de la cadena de transporte de electrones tanto
en organismos procariontes como eucariontes, ha llevado a varios grupos de
investigacion a desareollar diversos métodos para aislar cada una de estas enzimas
en forma pura y acliva.

En el caso de Euglena gracifis, hasta la fecha noc se ha realizado ninguna
caracterizacion de la factato .deshidrogenasa mitccondrial. Por lo que para el

presente estudio se plantearon los siguientes cbjetivos:

1) Determinar si la actividad de la factato deshidrogenasa con L-actato y D-
factato dependia de una determinada via de oxidacién, para lo cual se midio la
respiracion alimentada con los susodichos substratos en presencia de diversos
inhibidores del transporte de electrones tanto en mitocondrias como en particulas
submitocondrigles de Euglena gracilis.

2) Explorar la existencia de una oxidasa alterna, insensible a cianuro, .
asociada a la actividad de la LDH.

3) Identificar la localizacion de la lactato deshidrogenasa independiente de
NAD" de Euglena gracilis.

4} Caracterizar cinélicamente la Lactato deshidrogenasa independiente de

NAD" en mitocondrias y particulas submitocondriales de Euglena gracilis.

'5) identificar la actividad de ia o las enzimas que tengan como substrato L-

lactato y D-lactato en geles nativos.



MATERIALES Y METODOS

Se utilizé la cepa 2 de Euglena gracilis, que tiene como caracteristicas: a)
un tiempo generacional de 10-22 horas, dependiendo de la fuente de carbono
(Buetow, 1968); b) tendencia a blanquearse entre 34-35°C {Hutner y cols,1965) y '
crecimiento nulo en galactosa como fuente de carbono (Cook,1968).

CULTIVO Y COSECHA DE Euglena gracilis:
" Se realizaron cultivos axénicos de E. gracilis crecidos en la obscuridad

como reportan Morenc-Sanchez y Raya (1987), utitizandd un medio acido
organotréfico {Hutner y cols, 1956} modificado de acuerdo con Schiff (1971), a pH
inicial de 3.5; ias vitaminas B1, B6 y B12 se obtuvieron de cépsulas de complejo
vitaminico (neurobidn) y fueron esterilizadas por filtracion en Millipore (Cantor y
Burton,1975). - El cultivo se mantuvo en agitacion constante (61 revimin) a
{temperatura ambiente (20-25°C) y con glutamato mas malato como fuente de
carbono (Uribe y cols, 1992).Las células se cosecharon en la fase logaritmica de
* crecimiento (3 1/2 dias)

OBTENCION OE LA FRACCION MITOCONDRIAL:
Se siguié el métedo descritc por Moreno-Sanchez y Raya (1987), con

algunas modificaciones (Uribe y cols.1992). Las células. fueron rotas par
sonicacidn y se recuperaron las mitocondrias por centrifugacién diferencial 8500
rpm, en un medio estandar que contiene sacarosa 250mM, HEPES 10mM, EGTA
2mM y 0.1% de alblimina delipidada {medio SHEA) a pH 7.2.

OBTENCION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES:
Para la preparacion de las particulas submitocondriales, se descongelaron

tas mitocondrias, utilizando una concentracién de aproximadamente 200 mg/m! de
proteina en el medio de SHEA en un volumen final de 26-30ml agregando 15mM
de MgCl, y 1mM de ATP. La suspensién se sonico en un sonicador Soniprep 150
{(10-12 micrones de amplitud) en bafic de hielo, durante 6 intervalos de 10
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segundos ¢/u, dejando un intervalo de 1 minuto entre uno y otro periddo de
sonicacion. El homogenado resultante se centrifugé a 12500 rbm durante 12
minutos y el sobrenadante se centrifugé a 31000 rpm durante 45 min. Las
particulas se resuspendieran en e medio de SHEA, y lavadas 2 veces con el
mismo medio de obtencion.

DETERMINACION DE PROTEINA
La proteina fué estimada por el método de Biuret (Gornal y cols,1949) en

presencia de 1% (p/v) de desoxicolato de sodio y utilizando albumina libre de
acidos grasos como esténdar. La turbidez ocasionada por el paramilo fué
eliminada centrifugando los tubos a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C después
de 20 min de afadido el reactivo. ‘
También se utilizé el método de Lowry y cols (1951), con las modificaciones
sefaladas anteriormente.

CONSUMO DE OXIGENO

La determinacién del consumo de oxigeno en mitocondrias y particulas

submitocondriales de Euglena se realizd en un oximetro marca YSI, a 30°C, en
medio KMEP, que consiste en KCt 120 mM, MOPS 20 mM, EGTA 2 mM y K:HPO,
5mM, pH 7.2 .
La oxidacion de los sustratos como succinato (10mM), L-lactato {10mM) y D-
lactato (5mM), se llevd a cabo incubando durante ‘1 minuto a las mitocondrias o a
las PSM en el medio KMEP a una concentracién de proteina de 1 mg/ml y 100
ng/mi respectivamente, antes de afiadir los sustratos. .

Los inhibidores utifizados se preincubaron 4 minutos en presencia de 1
mg/ml de proteina con las concentraciones finales descritas en 1a tabla 5. La
reaccion se inicid agregando el sustrato.
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DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Citocromo oxidasa.

La actividad de esta enzima se determind mediante el consumo de
oxigeno, empleéndose donadores artificiales de electrones (ascorbato y TMPD)
que reducen al citocromo ¢ soluble. Las mitocondrias (1 mg/ml} y fas PSM (100
ug/ml) de Euglena se incubaron en medio KME, 7mM de ascorbato, y en
presencia de antimicina 5 pM para evitar la transferencia de electrones del
complejo Ml al citocromo ¢ soluble. La reaccion se inicié por adicién de TMPD
{0.34mM). La actividad de la citocromo oxidasa se inhibié con NaN; 20 mM
{(Moreno-Sénchez y cols.,1991). -

2 citocromos ¢ (Fe*) + % O»——» 2 citocromos ¢ (Fe®') + O,

Malato Deshidrogenaéa

Se utilizaron 2 ml de la mezcla de reaccion conteniendo 50 mM de
amortiguador de fosfato de potasio a pH 6.3, 0.5 mM axaloacetato, 0.tmM NADPH
{fresco) y 0.025% Tritdn X 100 y 500 pg/mi de proteina.
L.a mezcla de reaccidn sin oxaloacetato fué preincubada a 30°C durante 1 minuto,
iniciando fa reaccién con oxaloacetato. Se midid fa reaccion a 340 nm. '

Oxalaceiato + NADH + H' — 5 L-malato + NAD*

Monoamino oxidasa

Se utilizd 1.96ml de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.5 con NaOH),
més 0.04m1 de benzilamina 0.25M. La reaccion fué iniciada aftadiendo el extracto
a una concentracion final de 0.050 mg/ml y siguiendo el cambio de absorbancia a
una longitud de onda de 250 nm. Para el calculo de actividad especifica se utilizd

un coeficiente de extincién molar para el benzaldehido de 13 mM™" cm™ a 250 nm.

35



MAQ .
RCHNH: + 0 —————» RCHO + H,0, + NH;

Lactato deshidrogenasa citopldsmica

El ensayo se realizd en 2.5 mi de amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.5
{NaOH), 0.1 mM de NADH, 100 pi de piruvato (3 mg/ml), y 1 mM de KCN. Se
incubaron durante 1 minuto a 30°C con agitacidn constante y se inicia la reaccion
at afiadir 1 mg de proteina total. Se leyé a 340 nm. Para corroborar el ensayo se
afadieron Spl de LDHc de musculo de conejo (Sigma) de una ditucién 1:200.

D-laclato + NAD® | piruvato + NADH + H'

L-lactato + NAD" *—imm———, piruvato + NADH + H'

Glucosa 6 Fosfato deshidrogenasa

Se realizé en 2.5 mi de medio HEPES 100 mM (pH 8.0) empleando 1mg de
proteina mitocondrial en bresencia de 2mM de KCN, 10 mM glucosa 6 fosfato, 1
mM ATP, 2 mM MgCl,, hexocinasa 10 ! de una dilucion :3 (1mg/ml  130-250
unidades /mg). La reaccion se inicia adicionando 1 mM de NAD® o NADP”, y se
detecté por el cambio de absorbancia a una longitud de onda de 340 nm. Para
corroborar si el sistema funcioné se utilizaron 20 ul de G6F-DH ( 2mg/mi; >750
unidades NADHmQ) de Leuconostoc mesenteroides {Sigma).

N G6P +
Glucosa 6 fosfato + NADP = giuconato 6 fosfato + NADPH + H

Succinato Deshidrogenasa

Se utilizé un amortiguador de fosfatos a una concentracion de 50mM, (pH
7.2) conteniendo 0.0t mM KCN y 50 ug de proteina, en un volumen total de 1mi.
La reaccion se inicid con succinato a una concentraciém final de 10mM. Se midié
en un espectio de doble haz en el modo dual 575-550 nm.

Succinato + FAD' ——» Fumarato + FADH,
SDH
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Glucosa 6 Fosfatasa

La reaccion se llevé a cabo en 0.6ml de MES o PIPES 0.1M (pH 6.5),
conteniendo 1.66 mM final de EDTA y 166 mM de Glucosa 6—fosfato. Se
ahadieron 50 ug de muestra, y ia mezcla se incubd durante 15 minutos a 30°C en
agitacién constante. La reaccién se detuvo adicionando 1 ml de TCA al 10%.
Las muestras se centrifugaron 15 minutos a 3000 rpm a 4°C. Del sobrenadante
se tomé una muestra para determinar la concentracién de fosfato libre empleando
al método descrito por Sumner {1954).

Glucosa 6 fosfato + H,0 glucosa + fosfato (P}
m—,

Lactato Deshidrogenasa

La jactato deshidrogenasa se ensayé en miiocondrias y PSM en medio
KME uﬁﬁza’ndo PMS para acoplar la transferencia de electrones entre el L-lactato
et D-lactato y el 2,6 DCPIP. La mezcla de reaccién contenia en un volumen final
de 3ml, KME 2.8ml, DCPIP 50uM, KCN 1mM, PMS 500uM, L-lactato 10mM 6 D-
tactato SmM. Se utilizaron 100 pg/ml de proteina.
La reaccién se inicié con la adicién de los sustratos y fué medida siguiendo la
-disminucién en absorbancia a 600 nm.

UTILIZACION DEL B-MERCAPTOETANOL.

Se realizé {a determinacion de Ja actividad de la lactato deshidrogenasa en
particulas submitocondriales con FCN 50 oM y PMS 2 mM en presencia de
diferentes concentraciones de B-mercaptoetanol, incubando durante 1 minuto: la

reaccion se inico con la adicion de los sustratos,

Obtencién de KM, VMAX y KI's

Los valores de la constante de Michaelis-Menten {Km), para diversos
sustratos tanto en mitocondrias como en PSM de Euglena se obtuvieron de las
dobteé reciprocas de las graficas de velocidad vs [S].
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Los valores de las constantes de inhibicién (Ki) se determinaron de
graficos de Dixon caiculando la inversa de la velocidad del consumo de oxigeno;
las concentraciones de L-lactato y D-lactato se mantuvieron constantes en 2 mM y
SmM respectivamente, y se determiné el efecto que sobre la actividad ejerce el
incremento de la concentracion del inhibidor.

CURVAS DE pH Y TEMPERATURA

Se determiné el consumo de oxigeno en medio KMEP a diferentes valores
de pH incubando las PSM durante 3 minutos a cada pH e iniciando la reaccién
con la adicién del sustrato.

La' determinacion de la temperatura optima se realizd en 1 ml de medio
KME, en presencia de DCPIP, PMS como se decribié previamente y 1 mM de
KCN, con L-lactato y D-factato. Se incubaron las PSM en el medio a cada una de
las temperaturas durante 3 minutos y se inicid la reaccidn con la adicidn de los
diferentes sustratos.

Los valores de !a energia de activacidn se obtuvieran a partir de lbs valores
de la curva de temperatura utilizando la ecuacién de Arrhenius.

POTENCIAL DE MEMBRANA

Se determiné el potencial transmembranal generado por las mitocondrias
de Ei:g!ena; para ello, se siguid el cambio de absorbancia de la safranina, que
ocuire como respuesta a un cambio de magnitud del potencial transmembranal {
Akerman y Wikstrom, 1976).

Se realizaron los ensayos incubando las mitocondrias { 1 mg/ml } en un
volumen final de 3 ml en un medio que contiene KCL 120mM, MOPS 20mM,
EGTA 2wM a (pH 7.2), CCCP 5pM, safranina 5 uM, 100 uM y 2mM cianuro.
Posteriormente, se adiciond el sustrato oxidable, registrandose el cambio de
absorbancia 533 y 511 nm en un espectrofotémetro de doble haz en el modo dual.

Los inhibidores se adicionaron a las concentraciones indicadas en Ia figura. Para

38



colapsar el potencial de membrana se wutilizé CCCP 5uM .. Todos los experimentos

se realizaron con oxigenacion y a 30°C

GRADIENTE ELECTROQUIMICO DE PROTONES

Determinacion del pH por el método fluorimétrico (ACMA). Para evaluar
experimentalmente el pH interno en particulas submitocondriales se utilizé un
método que se basa en la captacion de aminas fluorescentes por una suspension
de PSM. Se ha demostrado que la captacién es dependiente de la constante de
disociacion de la amina y también del nimero de aminas ionizables. L as muesiras
fueron medidas a una longitud de onda de excitacion de 415 nm y se registré la
emisién a 480 nm. Se adicionaron 2.5 ml de medio, et cual contiene 200 mM
sacarosa, 5 mM MgCl,, 10 mM MOPS, 100 uM EGTA (pH 7.2), ¥ 2 uM de ACMA.,
Se colocs la celda en la cdmara a la cual se le habia ajustado la temperatura y se
proveyé de oxigeno. Se inicid la reaccidn al afiadir el L- & D-lactato, para
posteriormente agregarle ATP-Mg. A todos los trazos se les afadié nigericina. Las
PSM conlos distintos inhibidores se preincubaron durante 1 minuto.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA ELECTROFORESIS.

Para determinar la solubilidad de la actividad enzimdtica las PSM de
Euglena gracilis se incubaron en medio KME (pH 7.2} é 30°C; esta preparacion se
frato con Lubrol PX 0.1% durante 5 minutos en agitacién y parte de esia
preparacion se {omo directamente para los geles; y otra parte. de fa muestra
tratada se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm para obtener el
sobrenadante y la pastilla fué lavada dos veces con medio KME y se dializd
durante toda la noche.. Se determino la proteina del sobrenadante por el método
de Lowry. Se utilizaron 50 pg de proteina. Las muestras de las membranas de P.
denitrificans y E.coli se trataron de la misma forma que a las PSM de Euglena.

ELECTROFORESIS NATIVA

_ Esta electroforesis se realizd en geles en gradiente det 3% al 10% con
algunas modificaciones a la técnica descrita por Shagger y Von Jagow (1991).
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ZIMOGRAMAS

Se reveld la actividad los geles agregando los sustratos L-lactato 10 mM o
D-lactato 5 mM en un amortiguador de Tris 0.5 M a pH 8.8, en presencia de PMS
500 pM y NBT 0.005 % , a temperatura ambiente por 30 minutos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

- ACTIVIDAD DE ENZIMAS MARCADORAS

Como se méncioné en fa introduccion, existen reportes que sugieren {a
presencia de una LDH asociada a la membrana interna mitocondrial de Euglena
gracilis. En esta tesis nos propusimos realizar un estudio sistematico de la
localizacién de ta iLDH mitocondrial, para lo cual, se determind el grado de
contaminacion de las PSM midiendo las actividades enzimaticas de proteinas de
otros compartimentos celulares. En la tabla 2, se puede cbservar que la enzima

citosolica, fa G6PDH y la G6Pasa de la fraccién microsomal estan entre 6 y 10 -

veces menos activas en las PSM que en las mitocondrias comparadas con la
actividad presente en el homogenado. Por otro tado, 1a MDH vy la LDHc no se
detectaron en las PSM, lo que sugiere que en esta fraccion submitocondrial
existen pocos contaminantes citoplasmaticos y de la matriz mitocpndria!.

Por ofro lado, se detecto 20 veces menos actividad de 1a MAQ en PSM que
en las mitocondrias, lo que sugiere una baja contaminacioén de enzimas de la
membrana externa. Por ofro lado, la citocromo oxidasa y la succinato
deshidrogenasa, dos enzimas que Se localizan en la membrana interna
mitocondrial, incrementaron su actividad aproximadamente dos veces en las PSM
en relacion a la fraccidn mitocondrial, lo cual indica que durante el aislamiento de
las PSM la actividad de estas enzimas se enriquece. Para el caso de la citocromo
oxidasa, es conveniente mencionar que el ensayo se realizd sin la adicién de
citocromo ¢ exégeno, el cual, como se ha reportade para otros sistemas
mitocondriales (Devars y cols. 1992}, podria estar perdiéndose durante el
aislamiento de las P3M. Sin embargo, datos previos de este laboratorio han
demostrado que en mitocondrias de Euglena gracilis, la adicidn de citocromo ¢ de
caballo o levadura, no modificod la velocidad del consumo de oxigeno, aungue
eéte fenémeno no se ha determinade en la fraccion de tas PSM.
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De los resultados obtenidos con las enzimas marcadoras, podemos
concluir que las PSM de Euglens gracilis son una fraccién enriquecida de Ja
membrana 'intema mitacondrial, la cual contiene niveles minimos de aclividades
extramitocondriales, y que los niveles de contaminacion no afectan ni modifican
la actividad de Ia LDH que se desea caracterizar. Por otra parte, estos resultados
coinciden con lo ya reportado por isegawa en Euglena (1984), en donde la
actividad de la lactato deshidrogenasa se encuentré en la fraccién mitocondrial,
tiens una actividad de 0.70 pmol/imin (100%), y una actividad determinada en la
membrana mitocondrial interna de 0.25 pmol/min  (36.1 %). No se encontrd
actividad en membrana externa, espacio intermembranal y matriz mitocondrial.

Las electromicrografias obtenidas de las PSM de Euglena gracilis muestran
que las vesiculas estan selladas e integras, ya que no se observan fracciones de
membranas dispersas (figura 11). '

Como se describié en la introduccion, se ha reportado que las mitocondrias

de Euglena poseen una LDH que es capaz de reconocer tanto a L- como D-
lactato en una reaccion en la cual la enzima es independiente de NAD",
Para identificar su localizacion precisa y con el antecedente de que esta enzima
esta asociada a la fraccion mitocondrial, en particular con la membrana interna
mitocondrial, se aislaron particulas submitocondriales en las cuales se determing
la actividad de esta enzima. Se observé que en las mitocondrias la actividad de la
LDH incrementé 3 veces con L-actato y 7 veces con D-lactato en relacion al
homogenado (tabla 2). De manera similar, las PSM mostraron un ligéro
incremento de la actividad de la LDH en presencia de L- y D-lactato,
respectivamente (tabla 2).
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Figura 11. Electromicrografia de transmisién de parliculas submitocondriales de Euglena gracilis
célutas crecidas en G+M como fuente de carbono en ausencia de luz. {A) Pariiculas
submitocondnales 80,000 aumentos (B) Pariculas Submitocondnales 94,500 aumenfos.
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Estos resultados parecen indicar que la actividad de la LDH esta asociada
a la membrana interna mitocondrial, ya que durante Ja preparacion de las PSM,
(las cuales estan formadas basicamente de membrana interna), la actividad de
esta enzima incrementd. Por otro lado, no se detectd actividad de LDH asociada a
membrana en ios sobrenadantes. Con estos resultados, la caracterizacién de ia
LDH se realizd empleando estas PSM.

Tabla 2. Actividad de tas enzimas marcadoras durante el aislamiento de las PSM
de mitocondrias de Euglena gracilis.

Enzimas | Homogenado| SN1__ | Mitocondria | SN2 | PSM )
FRACCION MICROSOMAL
GBPasa” | 46+4 | 769460 | 139:6 | 96:32 | 15:4
CITOSOLICAS
G6PDH" 60+3.2 67+14 | 3621 | 24+186 611
MDH’ 17316 N.D. 84+5 N.D. N.D.
LDHc" 4042 5342 38+2 ND. | ND
MEMBRANA EXTERNA MITOCONDRIAL
MAO* | 1541 | 29+2 | 15046 | 46%3 | 705
: MEMBRANA INTERNA MiTOCONDRIAL
Citocromo N.D. N.D. 30016 N.D. 590+8
oxidasa®
SDH* N.D. N.D. 234+7 N.D. 390 + 12
L-LDH* 30436 N.D. 197416 N.D 308+11
D-LDH* 235 N.D 153.7+107 | * N.D 2106+114

SNt y SN2 se refiere a fos sobrenadantes oblenides entre el homogenado y [as mitocondrias de
12,000 x g y entre las mitocondrias y las PSM de 105,000 x g respectivamente. G8PD = glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, G6Pasa = glucosa-6-fosfatasa, enzima marcadora de la fraccion
micresomal {Smillie,1963); MDH = malato deshidrogenasa; LDHc = lactato deshidrogenasa
citosdlica dependiente de NAD: MAO = monoamino oxidasa; Cit. oxidasa = citocromo oxidasa;
SDH = succinato deshidrogenasa; ND = no detectado. Las actividades estan reportadas como: a)
amotas min'mg™; b) ngatomos de O, min mg”. * Ias aclividades fueron medidas con L-lactato-o
D-lactato con DCPIP y PMS. Los dalos representan la actividad y son el promedio de 4
preparaciones + error esténdar.

Collins y Merret (1975), reportaron previamente la actividad de D-LDH
determinada por reducciéh del 2,6 DCPIP con D-lactato como sustrato en
extractos celulares de Euglena gracilis. Ulilizaron un gradiente continuo de

sacarosa para separar las distintas fracciones y observaron que el pico de



actividad de la D-LDH correspondia a la fraccion mitocondrial, como sucede con
nuestra preparacion. No detectaron actividad con L-lactato como sustrato, a
diferencia de fo que encontramos en mitocondriales y PSM de Euglens. La
actividad de la succinato deshidrogenasa también fue encontrada en la fraccion
mitocondrial.

Lord y Merret (1971}, detectaron la oxidaciér_i de D-lactato en una fraccidn
del gradiente de sacarosa que comrespondia a la fraccién mitocondrial, pero
tampoco encontraron actividad con L-lactato. La LDH encontrada oxida glicolato,
y su actividad aumenta en presencia de D-tactato y viceversa.

En algunos géneros de algas la lactato deshidrogenasa tiene la capacidad de
oxidar ambos sustratos, pero en Euglena , esta oxidacion parece llevarse a cabo
por dos enzimas diferentes.

Isegawa y cols {1984), determinaron la actividad de enzimas marcadoras
para las diferentes iracciones en mitocondrias de'Eug!ena purificadas en un
gradiente de Percoll (tabla 3). Utilizaron LOH (citocromo c) como marcadora de
membrana interna, la cual no presentd contaminacion con otras fracciones, la
succinato semialdehido deshidrogenasa (SSDH) como enzima marcadora de
mafriz rriitocondrial, y fa adenilato cinasa como marcadora de espacio
intermembranal. La actividad de la glucosa 6 fosfatasa fue localizada en el
homogenado crudo, y principalmente en microsomas (85.1% con respecto al

control).

EFecto DEL PH ¥ DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA LDH

{ a LDH mitocondrial de Euglena gracilis tiene la capacidad de oxidar tanto
al L-lactato como al B-lactato. Este dato sugiere dos alternativas: 1) la enzima
tiene un sitio con diferente afinidad para cada sustrato o 2} hay dos enzimas, una

para cada sustrato.
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Tabla 3. Actividad de las enzimas marcadoras en diferentes fracciones de Euglena obtenidas de
gradiente de sacarosa. (Tomada de {segawa y cols. 1984).

Fraccidn Proteina {mg) MDH LDH fcit ¢} | SSDH Adenilato
cinasa
NADP NAD®
mitocondria aislada | 9.8 (100} | 862(100} | 21(100) | 0.7 (100) | 2.33 (160) 6.43 {100}
memb, Externa 0.32(3.3) 0 0 0 0.02 (0.7) 0
espacio intermemb. | 4,95 (50.5) 4.42 025 0 0.16{6.9) 0.89 (13.8)
{51.2) (1.1}
raemb, interna 1.33(13.6) | 054(63) ] 0.25 0 0
(26.1)
matriz 4,50 (45.9) "36.5 V7.3 [\ 7 (72.9) 0
(42.4) (62.1)
Actividad en pmol/min

El porceniaje de distribucién se reporia entre parémesis

Para determinar si la LDH esta presente como dos formas enzimaticas, se
realizaron fos siguientes experimentos. La figura 12 muestra que Ia actividad con
respecto al pH para D-lactato fue mayor que para L-lactato, y de hecho se
observa un comporiamiento similar, lo cual podria interpretarse como la existencia
de una sola enzima. Sin embargo, de manera particular, el pH de la actividad
maxima de oxidacién del lactato en Euglena es 7.0, ya que para otras LDH
membranales, como la de E cofi , se han descrito actividades maximas a pH de
8.0 y 8.5. Esta caracteristica podria estar asociada a las diferentes condiciones
intracelutares de cada especie.

Por otro lado, la temperatura estimuld la actividad de la LDH de manera
semejante para ambos sustratos (figura 13) y aunque la actividad es maxima a
30°C tanto para L- como para D-lactato, el D-lactato fue el sustrato
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preferentemente oxidado. De manera similar al comportamiente observado para el
pH, la actividad de la LDH mostrd un patrén semejante a diferentes temperaturas
para la oxidacién de L-laclato, en el cual se observd un disminucién de la
actividad a partir de los 30°C.

A diferentes lemperafwras una reaccion tiene lugar a diferentes
velocidades. La constante de velocidad es dependiente de la temperatura. La
retacion entre la constante de velocidad y la temperatura absoluta se define por la
ecuacion de Arrhenius, en donde la energia de activacion es el minimo de energia
que deben adquirir las moléculas para poder reaccionar. La ecuacion de
Arrhenius demuestra qué cuanto mayor sea la energia de activacion mayor es la
velocidad con respecto a la temperatura.

La maxima actividad de la enzima de Euglena se encontré a 30°C , y la
energia de activacion Ea.x para ia reaccion enzimatica de la LDH en presencia de
sus diferentes sustratos (figura 14), calculada por la ecuacion de Arrhenius fue de
4.075 Keal/mol y 3.890 Kcalimol para L-factato y D-lactato, respectivamente. Este
valor de E. o5 simitar al reportado por Isewaga para la LDH {cit ¢) en la fraccién
mitocondrial de Euglena.el cual es de 3.7 Keal/mol.

Sin embargo, los resultados anteriores no permiten concluir si existen dos
isoenzimas de la LDH en las mitocondrias de Euglena gracilis, pero fueron Utiles
para determinar la actividad de la LDH.
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Figura 12. Efecto del pH sobre la adlividad de la LDH con L-lactato y D-lactato en PSM de
Euglena gracilis. Se detemminé el consumo de oxigeno.para cada sustrato, El medio de incubacion
vtilizado fué KME a los valores de pH mostrados en la grafica, como se describe en Material y
Métodos. Los datos representan la media + error esténdar de 4 preparaciones.
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Figura 13. Efecto de [a temperatura sobre la actividad de la LDH con L-lactato y D-lactato en
PSM de Eugfena gracilis. La determinacion se realizb como se menciona en materiales y métodos.
Los valores representan la media + ervor estandar de 3 preparaciones.
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Figura 14, Gréfica de Arrenhius para la determinacion de la energia de activacién de la reaccion
catalizada por la LDH en PSM de Euglena gracifis. con L-laciato y D-lactato como sustratos (n=3).
Los datos se ajustaron a la siguienle ecuacion:

In = -(Ea/R){(1/T) + In A, donde Ea es !a energia de activacién, T es |a temperatura en grados
kelvin y. R tiene un valor de 1.9872 cat K’ mol™.

DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE LA LDH.

Los valores de Km y Vmax para L-lactato y D-laclato, obtenidos con
-mitocondrias y PSM, se muestran resumidos en la tabla 4. Para el caso de L-
lactato en mitocondrias estos valores ya se habian reportado previamente
midiendo el consumo de oxigeno {Uribe y cals. 1992).

Estos valores se obluvieron a partir de las gréficas de Lineweaver-Burk
empleando los datos de velocidad inicial contra concentracion de sustrato, figuras
15y 16.

~ La Km para D-lactato en mitocondrias (figura 15) fue de 0.72 mM con una
Vmax de 318 ngatomos O, min'mg™ a pH 7.2. El valor de Km para la D-lactato
deshidrogenasa de E. coli es similar a la encontrada en Euglena, 0.6 mM, y el
valor de Km para el Liactato es de 0.018 mM a pH éptimo entre 80 y 5.0. La
enzima de E.coli presenta una Km en presencia de 1.5 mM de CN con MTT-PMS
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a pH 8.0 con D-lactato es de 2.2 mM a 3.3 mM, mientras que a pH de 7.0 el valor
es de 2.5 mM. La Km para D-lactato de la enzima purificada de £.coli es de 6x10™*
My en presencia de CN es de 1.4 mM. El acido oxdmico (2x10™ M) inhibe un 50%
la D-lactato deshidrogenasa purificada (Futai, 1973). También se ha reportado la
Km para D-actato deshidrogenasa de Desulfovibrio vulgaris (D-lactato:
ferricitocromo ¢653 oxidoreductasa); dicho parametro es de 0.8 mM a 37°C y a
pH de 8.5. En el caso de la LDH independiente de NAD® asociada a membrana en
Paracoccus denilrificans la Km para D-lactato es de 0.81 mM y para L.-lactato 4.4
mM (Zboril, 1996). De estos datos podemos conciuir que el vator de Km para D-
lactato obtenido para las mitocondrias de Euglena es muy similar a la ya
reportada en ofros organismos. Lord y Merret reportaron una Km para la oxidacién
del D-factato de 0.0066 mM.

Con respecio a tas PSM, la Km para L-lactato (figura 16 A) no tuvo
variacién en comparacion con la obtenida en mitocondrias ; sin embargo, en el
caso del D-lactato (figura 16 B) la Km disminuy6. La Vmax fue de 1128 nmolas
DCPIP reducido min"'mg™ para L-lactato y de 1887 nmolas DCPIP reducido min’
'mg" para D-lactato, lo que representa un incremento de 2 y 6 veces,
respectivamente, con respecto a los datos obtenidos en mitocondrias, sugiriendo
que la afinidad de la enzima por el D-lactato como sustrato es mayor que para L-
lactato, por ofra parte, se sugiere un enriquecimiento de la LDH en las PSM,
corroborando la localizacion de la enzima en la membrana interna mitocondrial.

En ambos casos con D-lactato y L-lactato se observd una conducta
tipicamente hiperbélica, en donde la variacion de la velocidad cambia en funcion
de la concentracién del sustrato,

Por ofra parte, las diferentes Vmax observadas con t-lactato y D-lactato en la
tabla 4 podrian ser debido a que el transporte membranal de susiratos esta
intimamente figado al consumo de oxigeno, ya que en PSM esto no se observa.
En ia figura 16 A, con L-lactato se observé una inhibicién por sustrato que no se
ve con D-actato figura 16 B, ademdas con D-lactato se observa un fendmeno de

cooperatividad, que tal vez influya en algin mecanismo de regulacién,
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Figura 16. Cinética de la LDH en PSM de Euglena gracifis en presencia de L-

tactato (A) y D-lactato (B) como sustratos. Ei recuadro muestra et regrafico de
tineweaver-Burk.
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Tabla 4. Parametros cinéticos para la lactato deshidrogenasa de mitocondrias y
PSM de Euglena gracilis, en presencia de L-lactato o D-lactato. Los valores
representan la media + desviacién estandar de tres preparaciones.

Sustrato Mitocondrias PSM

Km" Vmax Km" Vimax
L-lactato 0.52 +0.04 55+36 0.541£0.08 1128 +66.4
D-tactato Q.72 +0.09 318+ 124 0.32 £ 0.07 1887 £ 115.5

En mitocondrias a = mM; b = pgétomos O; min'mg™, en particulas submitocondriales a= mM b=
nmolas DCPIP reducide min” mg™.

INHIBICION DE LA OXIDACION DE L-LACTATO Y D-LACTATO .

La respuesta de la respiracion con diversos inhibidores de la oxidacion de
L-lactato y D-lactato en mitocondrias y PSM se muestra en la tabia 5.

La oxidacidn de L-lactato o D-lactato tanto en mitocondrias como en PSM
fué parcialmente sensible a la rotenona (35-40%), quiza la sensibilidad parcial
refleja refleja que parté del lactato entra por sitio | {sensible a rotenona) y otra
parte entra a nivel de ubiguinona (insensible a rotenona), mientras que la
oxidacién de succinato no es inhibida totalmente por rotenona (datos no
mostrados}

La oxidacién de lactato en mitocondrias y PSM de Euglena gracilis fue
parciatmente sensible a inhibidores de la cadena respiratoria clasica, como la
aritimicina, el CN, el mixotiazol y el HQONO, esto podria sugerir que estos
sustratos se oxidan preferentemente por una via alterna insensible a estos
inhibidores.

Aungue hay que tomar en cuenta que de acuerdo con el esquema de la
figura 6, el cianuro deberfa ser un buen inhibidor, ya que en la via altema que se
propone no esta involucradaia oxidasa alterna.

Sharpless y Butow (1970) observaron que en las mitocondrias de Euglena
la LDH es més sensible a la presencia de la antimicina cuando el sustrato es D-

lactato que cuando es L-lactato, semejante a lo observado en la tabla 5, por {0
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tanto podemos sugerir que el D-lactatc se oxida por una via insensible a
antimicina. Ademas, en las PSM oxidando D-lactato el comportamiento es

contrario



Tabla 5. Inhibicidh det consumo de oxigeno en mitocondrias y PSM de Euglena gracilis (% de
inhibicitn) en estado 4. El contro! es Ia actividad toial en ausencia de inibidores (nmolas Pi min™
mg"). Las mitocondrias y las PSM fueron Incubadas con los inhibidores indicados durante 4
minutes antes de la adicién del sustrato a 30°C, como se describe en Materiales y Métodos,
utilizando L-lactate 10 mM o D-lactato 5 mM.

inhibidor Mitocondrias PSM
Lactato D-lactato L-lactato D-tactato

Control 90+6 270+ 11 830 £ 15 1576 + 32
Antimicina (0.01 miv) 1446 416 25t03 | 18x2
Cianuro (0.1 mM) 8613 79+0.25 62+5 70+05
Mixotiazol (0.01 mi) 7243 88 £ 1 50+2 2204
HQNO (0.01 mM) 24£1 1312 3406 16£4
DPA (0.25 mM) 8312 47+03 61+4 40+ 3
Oxamato (0.01 mM) 44%1 942 3215 %64
Oxalato (0.25 mM) 21+4 B4+3 14+26 30+2

T Propil gatato (5 mi) 20£0.5 17+3 376 32t14
SHAM (0.5 mMm)* 12+1 0 0 S 22+13
Disuifiram (0.5 m)* 9123 0 104+09 | 135+045

Los valores sepresentan ¢} promedio de 6 experimentos + S.D.
* = los vaigres representan el promedio de 3 experimentos + SD,

Perini {1964) observo que el consumo de oxigeno en Euglena es inhibido
ligeramente por CO, mientras que el cianuro inhibe casi el 100%, lo que no
observamos en nuestras preparaciones de mitocondrias y PSM. El cianuro se ha
utilizado para inhibir a la D-LDH de E.coii asociada a la membrana, pero esta
inhibicion es del 50% a conceniraciones de 1.5 mM; en Euglena 0.1 mM de
cinauro inhibe la oxidacion de ambos sustratos entre el 60 y el 80% (tabla 5). Al
aumentar las concentraciones de CN enfre 1.5y 2 mM la inhibicion no aumentd
{dato no mostrado).

En Prototheca sapffi y Chlorella sp. se ha determinado que el CN (0.1 mM)
solo inhibe la respiracién entre 33 y 45%, mientras que en presencia de

antimicina (3pg/ml) se llega al 82% de inhibicidn, por lo que se ha propuesto la
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existencia de una cadena alterna (Weger, 1990). Estos datos son semejantes a
los reportades en este trabajo.

En mitocondrias de Polytomella spp la actividad respiratoria es solo
parcialmente inhibida con 1 mM de CN (46%) y 2 mM de CN (68%) con succinato
como sustrato; (estas mitocondrias no oxidan el lactato). Esta sensibitidad parcial
al cianuro es totaimente inhibida por DPA 0.5 mM (entre 90 y 95%). Con propil
galato (2 mM) y disulfiram (3 mM), inhibidores de la oxidasa alterna, ta oxidacién
del succinato es parcialmente sensible entre 50 y 36% respectivamente (Reyes,
1997). Eslo no ocurre en mitocondrias y PSM de Euglena, donde estos
inhibidores no tienen ningdn efecto. En las mitocondrias de Polytomella spp la
antimicina es un potente inhibidor, a diferencia de lo que se observa en Euglena

Se ha mencionado que esta oxidasa alterna en mitocondrias de Polytomelia
no e$ una quinol oxidasa tipica como en las plantas, sino que su ramificacion se
encuentra por delante del complejo I, por su alta sensibilidad a antimicina y su
inhibicion parcial por CN. Probablemente esta oxidasa alterna sea capaz de
formar un gradiente electroquimico de protones, Reyes (1997).

La DPA es un inhibidor especifico de cadena alterna en plantas (Baker
1963).En mitocondrias y PSM de Euglena, inhibe la respiracidn insensible a
antimicina, alcanzando un 80% de inhibicién cuando se usa L-lactato como
substrato. En contraste, con la antimicina la inhibicidn fué solo parcial (14%). El
D-lactato, la DPA y la antimicina tienen un efecto similar en mitocondrias. En el
caso de las PSM (tabla 5) oxidando L-lactato o D-lactato, la respiracion es més
sensible a la DPA (60%) que a 1a antimicina (25%).

Se sabe que la antimicina y el mixotiazol son antibidticos capaces de
bloquear el paso de electrones en el compleio bc, , ya que su union a nivel del
citocromo b se da con una elevada afinidad (Von Jagow, cols. 1984), lo cual
puede explicar los resultados de la sensibilidad con los diferentes sustratos.

Se ha mencicnado que &l mixotiazol inhibe un 30% en mitocondrias de
plantas ta actividad de la ubiguinol citocromo ¢ reductasa {Schonbaum, 1971). En
el caso de las mitocondrias de Euglena | |la respiracion con ambos isémeros del
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iactato se inhibié mas del 60%, mientras que en el caso de las PSM, con D-
lactato la inhibicidn de esta deshidrogenasa fué de sblo el 22%. Lo anterior
sugiere que en e! proceso esta involucrada una via alterna de ;indacién det D-
lactato que quizés involucré al citocromo tipo “b", componente de la cadena
altema.

£l oxamato es un anélogo del lactato, por lo que es utilizado como inhibidor
competitivo de 1z LDH. Se ha reportado que inhibe tanto fa oxidacidon de lactato
como la via de reduccion del pituvato (Schwert y cols. 1963).

En el caso de mitocondrias y PSM de Euglena oxidando D-lactato, el

oxamato es un inhibidor muy potente, mas no para la oxidacién de L-factato (tabla
5). Este inhibidor se ha utilizado para caracterizar distintas LDH's en bacterias.
En E.coli , el oxamato 0.2 mM inhibe la D-lactato deshidrogenasa purificada un
50% (Futai, 1973) en comparacion con ja D-LDH de Euglena que es mas sensible
pu'esto que presenta una inhibicion de casi el 100% a concentraciones 20 veces
mas bajas que las reporiadas para bacterias.

La presencia de una D-LDH en Euglena ya habia sido reportada en
‘extractos crudos, que oxidaban especificamente este isémero del lactato, per6 no

se caracterizo (Lord y Merret, 1971). Aunque la misma enzima parece capaz de
oxidar glicolato, pero en las condiciones utilizadas por estos autores la actividad-
de glicolato como sustrato fue de 1/10 con respecto a la oxidacion del D-lactato-

A diferencia de fas LDHs de algunas bacterias, en las PSM de Euglena el
oxalato solo inhibe el consumo de oxigeno entre un 14 y un 30% con L-lactato y
D-lactato, respeclivamente (tabla 5).

El propilgalato, inhibidor propuesto para cadenas alternas, no tuvo efecto
mayor al 40% con ambos sustratos, tanto en mitocondrias como en PSM de
Euglena. Se ha propuesto que si el consumo de oxigeno es inhibido totalmente
por CN, no es afectado por el propilgalato {Buetow, 1989). En este trabajo
enconiramos que 1a oxidacion de los isdmeros del lactato en mitocondrias y PSM
es parcialmente sensible a CN, pero poco sensible a propilgalato, involucrando
una cadena de transporte de electrones alterna, ya que si se utilizan una
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combinacion de ambos inhibidores a las concentraciones que utilizamos la
inhibicién es del 100%.

Finalmente, el SHAM y el disulfiram también se han utilizado para inhibir la
via insensible a CN en mitocondrias de plantas (Graver, 1981); en el caso de
Euglena no tuvieron efecto ni en mitocondrias ni en PSM sugiriendo que quizés -
exista una via insensible a estos inhibidores como la reportada en plantas.

La sensibilidad parcial de ia LDH a los diferentes inhibidores en presencia
de L-lactato y D-lactato en mitocondrias y PSM de Euglena, indicaria la
preferencia de la oxidacion de este sustrato por una u ofra via. Por lo tanto, se
propone que el D-lactato se oxida por la via altema que es sensible a DPA; en
esta via la deshidrogenasa transfiere los electrones at citocromo “b” tipo “o" de fa
via alterna.

Se ha propuesto que la fuente de carbono del medio de cultivo, y la
presencia de inhibidores en el medio puede inducir la expresién de la o las
cadenas alternas en mitocondrias de Euglena, y quizd modificar la concentracion
del citocromo “b* tipo *o” , como sucede en las mitocondrias de las células
crecidas en etanol y en etanol mas KCN (Guzman y cols, 1994)

CONSTANTES DE INHIBICION

Con el fin de caracterizar ef tipo de inhibicién producido por ef oxalato y el
oxamato, se prabd su efecto en PSM de Euglena gracilis. Para ello, se realizaron
curvas de titulacion. Los valores de las constantes de inhibicidn se determinaron
graficando la inversa de ta velocidad contra 1a concentracion de inhibidores, con
L- y D-lactato como sustratos en presencia de DCPIP como aceptor de electrones
antificial, como se muestra en tas figuras 17, 18, 19y 20.

Los valores de Ki se calcularon a partir del intercepto en el eje de las

abcisas. Los valores de Yas distintas Ki aparentes se muestran resumidos en la
tabla 6.
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La Ki del oxalato con L-actatlo como sustrato fue de 0.24 mM ; ademas, de
acuerdo al gréfico de Dixon que se muestra en la figura 17 B se trata de une
inhibicion de tipo competitiva,

La actividad de la LDH con D-lactato en presencia de oxalato muestra una
inhibicién de tipo no competitiva (figura 18), en donde el valor de la Ki es de 0.33
mM; este tipo de inhibicidn es caracteristica de enzimas que actian con dos o
mas sustratos. En este caso la union del inhibidor al parecer no bloquea la fijacién’
del sustato y viceversa. La Km para el sustrato no. se altera por la presencia de}
inhibidor, pero ta Vmax disminuye.

Las Ki's obtenidas revelan que el oxalato no parece tener preferencia por
L-lactato o D-lactato , a diferencia del oxamato, en el cual se observa que tiene
preferencia por el D-lactato. De hecho , este dllimo se ha utilizado en bacterias
para determinar si es una o son dos las enzimas involucradas en la oxidacién dél
sustrato. _

La actividad de la LDH con L-actato, tiene una Ki en presencia de oxamato
de 0.02 mM (figura 19 B) y también es una inhibicién de tipo competitiva. Para D-
lactato con oxamato, el valor de Ki es de 0.5 uM (figura 20 B) la cual muestra una
elevada afinidad de la enzima por el inhibidor.

En el caso de la D-LDH de E.cofi el oxalato y el oxamato tienen un
comportamiento como inhibidores de tipo competitive (Futai, 1973), como se ha
reportado también para el piruvato a allas concentraciones, que inhibe la
actividad de Ié LDH en mitocondrias de Euglena (Inui, 1990). Todos estos
inhibidores son anélogos estructurales: ‘

CH, NH; CH: OH

S R P

!300' !300' ‘JZOO' (|3=0
i

piruvato axamato lactalo oxalato
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Estos resultados, asf como los mostrados en Ia tabla 5 nos hablan de las
distintas sensibilidades de la enzima hacia los inhibidores.

Tabla 6. Constantes de inhibicién obtenidas en PSM de Fuglena gracilis en

presencia de oxalato y oxamato con L-lactato (10 mM) o D-lactato (5 mM) como
_ sustratos.

Susirato Inhibidor

' Oxalato (0.25 mM) Oxamato (0.01 mM}
[Jactato TR 024mM Ki= 8 uM
D-actato Ki=0.33mM Ki= 0.49 uyM
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Figura 17. (A)Actividad de la LDH con L-lactato a diferentes concentraciones de
oxalato en PSM. (B) Gréaficas de Dixon en donde se representa el valor de la Ki
para oxalato en presencia de L-lactato 2 mM y 10 mM en PSM de Euglena gracilis.
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Figura 18. Valor de la Ki para oxalato con D-lactato como sustrato en PSM de

Euglena gracilis. (A) actividad con D-lactato en presencia de oxalalo, (B) Gréafico
de Dixon
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Figura 19. Valor de la Ki para oxamato con D-lactato 2 mM y 10 mM como
sustrato en PSM de Euglena graciiis. (B} Gréfico de Dixon
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Figura 20. Grafico de Dixon (B) para la obtencién del valor de Ki para oxamato
sobre la LDH en presencia de D-lactato como sustratc en PSM de Euglena
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POTENCIAL DE MEMBRANA.

Las mitocondrias de Eﬁglena gracilis son capaces de generar un potencial
de membrana con L-lactato 6 D-lactato segtin revela la prueba semicuantitativa de
safranina (figura 21). Se puede observar aqui que el CN no colapsa
completamente el potencial de membrana generado por la oxidacién de ambos
sustratos, lo que sugiere que fa respiracion resistente a CN es capaz de generar
un potencial de membrana sensible a desacoplantes. En contraste, la adicion de
DPA {0.25 mM) abate ¢! potencial de membrana; sin embargo, su efecio también
puede deberse a fa inhibicion de la oxidasa altema.

Para demostrar si fa cadena alterna es capaz de generar un gradiente de
H' se determind el potencial de membrana utilizando L-lactato o D-lactato ; y se
~ observo que adn en presencia de 0.1 mMy 0.2 mM de KCN (aprox. 10 veces la Ki
reportada en mitocondrias de mamiferos) se forma potencial por lo qde sa sugiere
que ta cadena alterna es capaz de generar el potencial de membrana. Esto es
interesante ya que estas oxidasas altemnas terminales en eucariotes como
algunas plantas son capaces de generar potencial trasmembranal y permitir
procesos que dependan dg energia, mientras que esto no sucede en ofros
oFganismos como las bacterias y fos hongos.
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de D-lactato (B) en mitocondrias de Euglena gracilis . Donde se indica cianuro
(CN) 100 pM, 5 uM CCCP, colapsado por la adicién de DPA 0.25 mM.



DETERMINACION DEL A PH EN PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES DE -
EUGLENA GRACILIS '

Para determinar si fas PSM son capaces de generar un gradiente de H' |, se
utilizé el indicador fluorescente ACMA con L-factato (figura 22) y D-actato (figura
23) como sustratos.

Al final de los trazos se afiadié nigericina 5 uM, fa cual actia como iondforo
para el K' pero en intercambio por H', por lo que suprime el gradiente de H*
generado a través de fa membrana.

Se pudo observar que el L-lactato y e! D-lactato generan un gradiente de
H', como sucede en presencia de ATP-Mg® que es el sustrato de la ATPasa. El
oxalato y oxamato inhiben la formacién del gradiente de H* generado por L-
lactato, pero al afiadirle el ATP-Mg* no es inhibido el gradiente, lo que sugiere
que este inhibidor bloquea la actividad de la LDH y no la de la ATPasa. En PSM
de Euglena (figura 22), con L-lactato en presencia de 1 Mm de CN hay formacién
del gradiente de H* como con ATP-Mg?. '

Con respecto a la generacion del gradiente de H* inducido por D-
lactato (figura 23}, sucede lo mismo que con el L-lactato. Esto puede sugerir que
en las PSM, ya sea con L-lactato 6 D-lactato como sustratos reductores se genera
un gradiente de H' por lo que deben de estar acopladas. Los electrones van del
lactato hasta el oxigeno quizé involucrando al citocromo b como componente de

la via alterna insensible a CN.
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ACTIVACION DE LA LACTATO DESHIDROGENASA POR R-MERCAPTOE TANOL

La regulacién controlada de los procesos metabdlicos es requerida en
todos los organismos para adaptarse a cambios ambientales. Las respuestas
(sintesis o degradacién de enzimas, activacion alostérica, activacion por
modificacion covalente, efecto del cambio en la relacién tiol/disulfuro)a ciertos
estimulos son muy diversas y de duracién variable en todos los sistemas
biologicos, asi como el © los mecanismos de regulacion involucrados.

Por ofra parte, se ha reportado que ciertas "proteinas esenciales” que
presentan grupos sulfhidrilos son estabilizadas por agentes reductores como el
mercaptoetanol y el DTT (Gilbert, 1982).

ta lactato deshidrogenasa de PSM de Euglena gracilis es una enzima que
presento activacion por B-mercaptoetanol; los datos se presentan en la figura 24.

El que la enzima presente activacion por B-mercaptoetanol sugiere que
tiene puentes disulfuro. Este reductor actda sobre los puentes disulfuro formando
disulfuros mixtos con las cadenas laterales de cisteina. En presencia de un
exceso de p-mercaptoetanct fos disulfuros mixtos también pueden ser reducidos,
de modo que el producto final es una proteina en la cual los disulfuros {cistina)
estan completamente transformados en sulfhidrilos (cisteina).

Este comportamiento se ha reportado en otras enzimas, tales como la
fructosa difosfatasa de higado de conejo y la guaniiato ciclasa, indicando que la
enzima y el activador se unen por puentes disulfuro a2 pH de 7.0 o 7.5
{Nakashima y col.1969; Brandwein y col. 1981). Sin embargo, en este caso la
enzima tiene un activador y quizds en fa LDH exista un activador que no
conocemas.

Se ha propuesto que la modulacién in vivo mediante intercambios
tiol/disulfuro puede servir como un "tercer mensajero” biolégico en respuesta a los
niveles de AMPc (Gilbert, 1982). Esto seria muy interesante en un organismo
como Eug!ené, ya que solo se ha reportado este comportamiento en algunas
enzimas de mamiferos , bacterias, algas y algunas plantas superiores, (Ondarza,
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1989} y no en el caso de protozearios. Si la LDH de Euglena presenta esta
particularidad podria explicar su acaptabilidad a diversos ambiehtes.

En el caso de fa D-LDH de £ cof se utiliza 1 mM de B-mercaptoetanol para
estabifizar a la enzima durante su purificacién. En el caso de P. denitrificans la
presencia de diferentes agentes SH. no tuvo ningun efecto

en la actividad de la D-LLDH. (Zboril. 1996)
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Figura 24. Activacién de la LDH en presencia de p-mercaptoetanol con L-lactato y D-
lactato en PSM de Euglena gracilis wtilizande femicianuro (FCN) para fa determinacion de ia
actividad. Los valores representan la media de dos experimentos independientes.

71



EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE ZINC EN EL MEDIO DE CULTIVOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA LACTATO DESHIDROGENASA.

Se ha propuesic que la oxidacién de L-lactato y D-lactato en extractos de
celulas de Euglena graciiis depende de |a presencia de zinc en el medio de cultivo
(Price, 1962). La actividad de la deshidrogenasa lactica con D-lactato y L-lactato
(10 mM) disminuye su actividad en ausencia de zinc con respecto al control. En el
caso del D-lactato disminuye 6 veces y para el L-lactato 5 veces
independientemente de la fase de crecimiento del cultive, indicando que [a D-LDH
es mas sensible a la ausencia de zinc.

Con base en lo anterior, se determing el efecto del zinc en la oxidacion de
L-lactato o D-lactato en las mitocondrias obtenidas de células crecidas en
ausencia de zinc en el medio de cultivo, y en ausencia de este metal la velocidad
del consumo de oxigeno disminuye un 40% con Ldactato como sustrato. La
actividad de D-lactato, fue més sensible a la ausencia de zinc disminuyendo 70%
con respecto a los controles (tabla 7). De acuerdo con lo anterior, podemos
concluir gque el zinc es hecesario para la actividad de esta enzima en el
metabolismo del lactato. Ademas, esta deshidrogenasa lactica, que requiere zing,
perteneceria al grupo de las llamadas metaloenzimas.

Por ofra parte, quizas exista una relacién con respecto a fa deficiencia de
zinc, ya que el sistema que es dependiente de zinc oxida preferentemente D-
lactato y es sensible a oxamato, mientras que el sistema independiente de zinc
es sensible a DPA,

Por otra parte, se encontré que la oxidacion de el succinato y el glutamato-
malato no se ve afectada por Ia'ausencia de zinc en el medio, lo que sugiere que
la deficiencia de zinc es especifica para la actividad de la D-lactato
deshidro_genasa (tabla 7).

En bacterias el zinc se utiiza como un potente inhibidor del citocromo o (Kita y
cols. 1986)
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Efectos similares con respecto a la modificacién de la actividad de algunas
enzimas se han reportado en Aspergillus nidufans (Cardenas, 1995) dependiendo
de la presencia 0 ausencia de zinc.

Tabla 7. Consumo de oxigeno en mitocondrias de Euglena gracilis (obtenidas de células crecidas
©n presencia y ausencia de zinc en el medio de cultivo) con D-lactato y L-lactato. La concentracion
de Zn50, se indica entre paréntesis (% en 1 litro),

Condicion ngatomo O, min"mg"
D-tactato L-lactato Succinato G+M
(5 wmM) (10 mM) (10 mM) {15 mM + 7.5 mM)
Cultivo controt
{0.009%) 170+ 4.9 8033 762 602
Cultivoen ‘
ausencia de 54120 48+1.3 67135 5314
zine

Los valores indican el promedio de § determinaciones + S, D.
G + M = Glutamalo + Malato.

SOLUBILIZACION DE LA LACTATO DESHIDROGENASA

Como primer intento para purificar la LDH se probd el efecto de diversos
detergentes sobre la actividad de la enzima en presencia de L-lactato y D-lactato
en PSM de Euglena gracilis.

Los detergentes Tween 20 (0.5%), Triton (1%), CHAPS (0.15%), DOC (0.15%),
Lauril maltésido (0.1%) y Octilglucdsido (0.1%). disminuyeron més‘del 50 % de 1a
actividad de fa enzima, por [o que no se utilizaron para este tratamiento.

En presencia de Lubrol PX (0.1%) se obtuvo una fase soluble en !a cual
se localizé la mayor cantidad de proteina (65-75%) con un aumento en Ia
actividad de la enzima, tanto con L-lactato como con D-lactato (tabla B). Esta
aclividad se determiné en presencia de DCPIP como aceptor de etectrones.
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Ambas actividades se determinaron a los 60 minutos después del tratamiento y no
s& observaron cambios, por Jo que la enzima es estable con respecto al tiempo, lo

que sugiere que el detergenta no inacliva a la enzima

Tabla 9. Actividad de la lactato deshidrogenasa con L-lactato y D-lactato en PSM
de Euglena gracifis tratadas con Lubrol PX. Los valores representan la media +
desviacion estandar de 3 preparaciones.

nmalas DCPIPreducido
min”' mg”
L-Lactato D-Lactato
Control 968 £ 15 1536 +25.7
Lubrol PX {0.1%) 1402 £17.5 4597 +39.3
sobrenadante

ELECYROFORESIS EN CONDICIONES NATIVAS.

Se realizd la electroforesis en condiciones nativas de la fraccion
solubilizada con Lubrol PX de las particulas submitocondriales obtenidas de
Euglena gracilis.

Puesto que los experimentos con inhibidores sugieren la existencia de 2
LDH’s, la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas podrian
mostrar una movilidad electroforética diferente para las dos actividades. Asi pues,
se esperaria [a aparicion de varias bandas de actividad si se tratara de enzimas
distintas. Los resultados se muestran en las figuras 25 y 26.

_ En el caso del precipitado de PSM de Euglena gracilis con L-lactato
tratadas con Lubrol PX (figura 25-1), se observé una sola banda (A), en e} caso
de P. denitrificans se observan varias bandas (B), lo interesante es que una
coincide con ia banda que se revela en Euglena. En el caso de las membranas de
E.coli (C) hay una actividad que no ingresa al gei separador y otra que se revela
con un rf similar al caso de Euglena y P. denitrificans.

Al revelar la actividad de esta misma fraccion con D-lactato {figura 25-2 }

de esta misma fraccion se observan dos bandas para las PSM de Euglena gracilis
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{carrit A), siendo fa de mayor actividad la banda de alto peso molecular. Esta no
coincide con la banda de actividad de la muestra de membranas de P,
denitrificans (carril B), ni con aquella de las membranas de E.coli (carril C), cuya
actividad esta asociada a una banda de bajo masa molecular.

Estas diferencias en presencia del D-lactato podrian explicarse suponiendo
que la proteina se agrega y se distribuye en 2 poblaciones de diferente masa
molecutar. Sin embargo, la actividad en presencia de L-lactato solo muestra una
banda, sin observarse modificaciones en el estado de agregacion proteico. Por
otra parte, podemos sugerir [a existencia de dos enzimas, una de las cuales es
especifica para L-lactato y ofra para D-lactato

Estos resultados se muestran en las figura 26 encontrandose nuevamente
que al revetar ia actividad de {a enzima con D-lactato {figura 26-2) se observa una
banda bien definida de alto peso molecular como la que se muestra en los geles
anteriores, mientras que con L-lactato (figura 26-1) no se observa una banda bien
definida, lo que puede deberse por o menos a dos posibilidades: que hay una
mayor sensibilidad a la remocion del detergente y no se encuentra activa o bien a
que ta enzima no esta totalmente solubilizada.

Los experimentos de esta preparacion de PSM de Euglena solubilizadas
con el detergente Lubrol PX, sugieren la presencia de dos enzimas, ya que
revelan patrones de electroforesis distintos para el caso del D-lactato. Sin
embargo, es necesario incrémentar la pureza de la preparacion y realizar nuevos
experimentos para esclarecer si se trata de dos enzimas distintas, asi como
determinar la secuencia de su extremo amino terminal y compararlas con ia LDH
reportada para E. cofi, la cual se encuentra purificada y se conoce su masa y
secuencia primaria (Futai, 1873).

Esta D-LDH de E.coli presenta la caracteristica de que al estar asociada
con el detergente es un mondmero, pero en ausencia del detergente forma
dimeros © trimeros, al parecer este disocia al agregado a mondmeros
aumentando la actividad (Futai, 1993; Khon y Kaback, 1973).
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Figura 25. Electroforesis en condiciones nativas del precipitado de las PSM de
Euglena gracifis tratadas con 0.1% de {ubrol PX A; en el carril B, membranas de
P. denitrificans , y en el carril C membranas de E.coli , ambas tratadas en las
mismas condiciones que las PSM de Euglena gracilis, los geles fueron corridos y
revelados cono se describe en Materiales y Métodos (1) L-lactato y con (2) D-
lactato
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Figura 26. Electroforesis en condiciones nativas de la fraccidn tratada con
Lubroi PX y dializada del sobrenadante de las PSM de Euglena gracilis. {A) PSM
tratadas con 0.1% de Lubrol PX; (B) PSM de Euglena gracilis tratadas con 0.3%
de Lubrol PX; (C) membranas de P. denitrificans y {D) membranas de E.coli
tratadas con se describe en Materiales y Métodos. La actividad se reveld con (1)
L-lactato o (2) D-lactato.
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Por otra parte, se midio el consumo de oxigeno con L-lactato o D-lactato en

diversos organismos de los cuales se aislaron mitocondrias y membranas como

se muestra en la tabla . Con L-lactato solo hubc consumo de oxigeno en

mitocondrias de Euglena y Tripanosoma cruzi, y en membranas de P. denitrificans,

E. coli, B. subtilis, B. cereus y B. stearothermophilus.

La oxidacién de D-lactato fué exciusiva de £. gracilis, Paracoccus y E. coli.
En el caso de ta oxidacion con succinato y NADH casi todas las preparaciones

presentaron actividad.

Esto podria tener trascendencia filigenética ya que los tripanosomatidos son

lineas muy cercanas a los Euglenidos.

Tabla 9. Consumo de oxigeno en mitocondrias, membranas y fracciones purificadas de diversos
orgamsmos {0.5 mg/mi) ¢on diferentes suslralos, utilizando como medio de incubacién KMEP a
30°C, pH 7.4. Los valores representan la media de dos preparaciones independientes, excepto las
mitocondrias de Euglena (n=10) y las membranas aisladas de E. coli y P. demtnﬁcans {n=6).

ngatomos O, min” mg”’

Lfact | D-lact | Succinato | NADH

MITOCONDRIAS
Euglena gracilis (5) 16743 350+7 8035 50+3
Polytomella sp N.D. N.D. 73 48
Vicia faba " ND. N.D. 13 28
Phaseolus vulgaris N.D. N.D. 53 44
Alfaifa N.D. N.D. 46 82
Tripanosoma cruzi 26 N.D. 10 N.D.
Crithidia sp’ N.D. N.D. 12 21
Cisticercos (fraccidn purif.) N.D. N.D. 60 N.D.

MEMBRANAS

Escherichia coli (5) 34115 13744 N.D. N.D.
Paracoccus denitrificans (5) 8143 17016 N.D. N.D.
Rodospirilium rubrum N.D N.D. N.D. N.D.
Bacillus subtilis 12 N.D. 10 454
Bacillus cereus 10 N.D. N.D. N.D.
Bacillus stearothermophillus 7 ND. 14 1733

N.D. No Defectato. L-lact = 10 mM;

D-lact = 5 mM; Succinato = 10 mM; NADH = 1 mM.
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CONCLUSIONES

1.Las mitocondrias y las PSM de Euglena gracilis oxidan L- y D-lactato en
una reaccion independiente de piridin nucledtidos. Llama la atencién una D-LDH
dependiente de flavinas directamente unida a la cadena respiratoria, que solo ha
sido descrita para £.coli (Futai, 1973) y otras bacterias (Zboril, 1996).

2.La oxidacién de L-lactato y D-factato en mitocondrias y PSM de Euglena
gracilis es parciaimente sensible a antimicina, CN, mixotiazol, y HQNO. Esto
sugiere que en el proceso esta involucrada una via de oxidacién alterna de este
susltrato que no-involucra al complejo bey, ni a la citocromo oxidasa. Esto es
apoyado por el hecho de que el DPA inhibe la oxidacion del lactato. Sin embargo,
el SHAM no inhibe de manera especifica y eficiente la respiracion insensible a CN
en Euglena. La insensibilidad a los diferentes inhibidores puede interpretarse en
términos de una cadena respiratoria alterna como habia sido propuesto por
Sharpless y Butow (1970) y Buetow {1989).

3.Se propone que el factato se oxida por ia via alterna que se bifurca
antes del sitio de inhibicion de {a antimicina, involucrando una oxidasa alterna
sensible a cianuro.

Las electroforesis nativas obtenidas de PSM de Euglena gracilis
solubilizadas con Lubrol PX sugieren la presencia de dos enzimas, ya que
revelan patrones electroforéticos distintos, sin embargo, se requiere purificarla
para asegurar si se trata de dos enzimas distintas.

La ausencia de zinc en el medic de cultivo también modifica la actividad

de la enzima, siendo mas sensible la oxidacién con D-lactato gue con L-lactato.

4. La oxidacion de D-lactato en mitocondrias y PSM de E. gracilis es

sensible al oxamato, pero no asi la oxidacién del L-lactato , lo que sugiere la
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existencia de dos enzimas involucradas en la oxidacién de estos sustratos;
alternativamente puede tratarse de una enzima con afinidades distintas por los
isdmeros det lactato. Los experimentos electroforéticos apoyan el modelo de
dos enzimas especificas involucradas en la oxidacién de los isémeros del
lactato.

$. La actividad enzimética de diversas fracciones subcelulares sugieren
que la enzima se encuentra localizada en la membrana interna mitocondrial
como se reportd por Uribe y Moreno-Sanchez, (1992). Ademds de ser una
enzima que depende de zinc en el medio de cultivo, por lo que podriamos decir
que es una metaloenzima,

6. Las mitocondrias de Euglena gracifis tienen' la capacidad de generar un
gradiente electroquimico de protones en presencia de CN, y este potencial se
mantiene estable utilizando L-lactato o D-Iadato como sustratos y es sensible a
desacoplantes, lo que podria sugerir que la oxidasa alterna involucrada puede
ser una bomba redox de H' en estas mitocondrias.

Aungue no se conoce el papel metabélico de esta enzima, quiza le
permita a E. gracilis el uso optimo de recursos en un medio competitivo. Esto
podria tener relacién o implicaciones evolutivas.

Por otro lado, quizas sea una enzima reguladora, la cual podria controlar
la division celufar dependiendo de las fuentes de carbono que se utilicen en el
medio de cultivoy la expresion de oxidasas alternas, o que simplemente esta
oxidasas se expresen para responder a situaciones de estrés.

La cinética de la oxidacién de L-lactato y D-lactato presentan diferencias
entre LDH's sugiriendo diferentes mecanismos para la union del sustrato y su
especificidad.

7. La activacion de la enzima por B-mercaptoetanol sugiere algun tipo de

modulacién, mediante la relacidn tiol-disulfuro, esto podria servir como un
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“tercer mensajero” en respuesta a niveles de AMPc, como se ha reportado para
otros organismos, lo que podria sugerir que £. gracilis sea un organismo
facilmente adaptable.

La presencia de la actividad de una lactato oxidasa en mitocondrias y
PSM de Euglena quizas sugiera una unidn evolutiva entre cadenas respiratorias
alternas de bacterias y ta mitocondria de £. gracifis.

Indagar en las rutas de oxidacién de los diferentes sustratos de E. gracilis
podria dar informacién sobre la adaptabilidad de este organismo a diferentes
ambientes,
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