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RESUMEN

La lactato deshidrogenasa citosélica forma parte de la glucélisis, se encuentra
de forma soluble en el citosol y la reaccion que cataliza es la reduccién del piruvato
dependiente de NAD* (NAD'-LDH). En bacterias, levaduras y en el protista de vida
libre Euglena gracilis, existe ademas de la NAD*-LDH otra lactato deshidrogenasa
que forma parte de la cadena respiratoria y es independiente de NAD* (iLDH). En
bacterias, asi como en E. gracilis la iLDH es membranal y funciona como quinona
reductasa, en cambio para levaduras la iLDH se encuentra en el espacio
intermembranal y reduce al citocromo c. Se ha determinado que las mitocondrias
aisladas de E. gracilis poseen enzimas isomero-especificas para la oxidacion de D-y
L-lactato (D-iILDH y L-iLDH). Debido a las semejazas funcionales y bioquimicas de
las D- y L-iLDH de bacterias y E. gracilis, se hizo la purificacién de estas dos
enzimas del protista, para tratar de determinar si a nivel molecular también
comparten semejanzas.

Se determiné que el pH éptimo para la actividad de la L-iLDH es de 8 y que la
enzima es estable (al menos 50 minutos) en un intervalo de pH entre 7-9. El
porcentaje de extraccion de la enzima al solubilizarla con el detergente Lubrol fue 55-
60% de la actividad total, a una relacién de detergente/proteina (D/P) de 0.7. El
solubilizado se hizo pasar por columnas de intercambio i6nico y de afinidad. El gel
desnaturalizante (SDS al 10%) mostr6é que no se habia purificado la L-iLDH, pero se
observ6 una banda enriquecida de aprox. 60 kDa, dato que es diferente al reportado
para bacterias (40 kDa). Esta fraccion fue capaz de reducir quinonas.

En cuanto a la D-iLDH, si se ha pudo purificar en tres pasos, el aislamiento de
mitocondrias, la solubilizacion de la enzima y el tratamiento térmico, encontrando que
la enzima utiliza como cofactor al FAD.

Con respecto a la caracterizacion cinética de la D-iLDH el punto que se tiene
que resaltar es que esta enzima es capaz de reducir quinonas de alto y bajo
potencial, ademas, de que el L-lactato es un inhibidor de tipo mixto dato diferente al

que se ha reportado para bacterias.



En base a la similitud que hay entre las iLDH que se encuentran en E. gracilis
y las enzimas que se encuentran en bacterias con respecto a su funcion fisioldgica, a
la capacidad de reducir quinonas, y a su localizacién en la membrana hacen suponer
que estas enzimas tienen un origen en comun, ya que E. gracilis es uno de los
organismos mas primitivos con mitocondrias que posee D- y L-iLDH con las mismas

caracteristicas que las de bacterias.



INTRODUCCION

La mayoria de los organismos heterétrofos obtienen gran parte de la energia
que requieren para sus necesidades metabdlicas mediante reacciones
electroquimicas que involucran a un conjunto de moléculas organicas, proteinas y
enzimas estrechamente relacionadas con las membranas fosfolipidicas internas de
mitocondrias en organismos eucariontes o en la membrana plasmatica en
organismos procariontes. Estas moléculas funcionan transfiriéndose electrones unas
a otras de manera sucesiva, es decir, reduciéndose y oxidandose secuencialmente,
recibiendo en su conjunto el nombre de cadena transportadora de electrones.

Una cadena transportadora de electrones ampliamente estudiada es la
cadena respiratoria, la cual tiene como caracteristica principal que dona los
electrones finalmente a una molécula de oxigeno para formar dos moléculas de
agua. Sus componentes se encuentran en la membrana interna mitocondrial y en la
membrana plasmatica de todas las bacterias aerobias obligadas o facultativas.

I. COMPLEJOS DE LA CADENA RESPIRATORIA

I1 Complejo I (NADH deshidrogenasa). La NADH:ubiquinona
oxidorreductasa, también llamada NADH deshidrogenasa, es el primer componente
de la cadena respiratoria y cataliza la siguiente reaccion: '

NADH + 5H'y + Q -——-mmmmv > NAD* + QH; + 4H'
Q es la ubiquinona y los hidrégenos marcados con el subindice P indica la localizacién de
los protones hacia el lado positivo de la membrana interna (espacio intermembranal) y los
hidrégenos N hacia el lado negativo (matriz mitocondrial), lo que indica que existe un
bombeo de protones (Pardo y cols., 2001).

El complejo I se encuentra embebido en la membrana interna mitocondrial,
con el sitio de enlace del NADH orientado hacia la matriz y asi capta a este
substrato. Este complejo esta constituido por 15 subunidades que contienen flavina

mononucleotido (FMN) y ademas 6 centros de hierro-azufre como cofactores que



aceptan y ceden electrones en la reaccion intramolecular. Este complejo en las
mitocondrias de mamifero (Yagi y cols., 1993) y en Paracoccus denitrificans
(Meinhardt y cols., 1987) transfiere los electrones del NADH hacia la ubiquinona y es
sensible a rotenona, el cual es un inhibidor especifico de esta enzima.

En los eucariontes que viven anaerobicamente, el complejo I de la cadena
transportadora de electrones, transfiere los equivalentes reductores del NADH hacia
la rodoquinona que difiere de la UQ en su estructura y en su potencial redox (Van
Hellemond y cols., 1996).

1.2 Complejo II (Succinato deshidrogenasa). Esta constituido por dos
polipéptidos. Contiene FAD y comprende cuatro subunidades que no son idénticas:
una subunidad A que contiene a la flavina, una subunidad B que contiene tres
centros Fe-S y dos subunidades hidrofébicas C y D que contienen citocromo b. Estas
ultimas son esenciales para la unién de las subunidades cataliticas a la membrana y
para la interaccion de los sitios cataliticos a las quinonas. (Tielens y van Hellemond,
1998). La reaccion que lleva acabo es:

Succinato + FAD ---------> Fumarato + FADH,

El complejo II no esta asociado con la translocacion de protones y la
conservacion de la energia. Se cree que los electrones pasan del succinato al FAD,
de aqui a los centros Fe-S y finalmente a la ubiquinona. ElI complejo II es la Gnica
enzima del ciclo del &cido citrico que esta enlazada a la membrana mitocondrial.

En cuanto a los inhibidores del complejo II, se ha reportado que el K* produce
una inhibicién en la actividad de la succinato deshidrogenasa en mitocondrias de
corazén de perro, la cual no afecta su Km pero si su Vmax. Se ha sugerido que la
inhibicién inducida por K* puede ser el resultado de una modificacién conformacional
estable que la hace mas sensible a moduladores negativos como el oxaloacetato o la
coenzima Q oxidada (Chavez y Jay, 1987). También se ha reportado que el Cd**
afecta la respiracion sostenida por succinato en mitocondrias de higado de rata,



sugiriendo una inhibicién de la succinato deshidrogenasa por este metal (Korotkov y
cols., 1998).

I3 Complejo III (Citocromo bcy o ubiquinol citocromo ¢
oxidorreductasa). El complejo III cataliza la transferencia de dos electrones del

ubiquinol a dos moléculas de citocromo ¢ como se ve en la siguiente ecuacion:
QH2 + 2 cyt Ci(oxidadoy + 2H'N ———-> Q + 2 CYt Ci(reduciao) + 4H'p

En eucariontes este complejo es dimérico y comprende varias subunidades;
citocromos b y ¢y y una proteina con un grupo Fe-S tipo Rieske. En cada monémero
existen tres subunidades que poseen cuatro centros redox: el hemo b, (de bajo
potencial, -30 mV) y el hemo by (de alto potencial, +90 mV) ambos localizados
dentro de la subunidad del citocromo b, el citocromo ¢; y el centro Fe-S. Estas son
las tres subunidades indispensables para la reaccién de oxido-reduccion, ya que en
procariontes son las Unicas subunidades presentes, excepto en R. sphaeroides, en
donde existe una cuarta subunidad sin grupos redox. Las estructuras cristalograficas
del complejo bcs; de corazdén de bovino y de pollo, muestran tres diferentes
posiciones del dominio hidrofilico de esta subunidad. Una de éstas se encuentra
cercana al hemo b, otra cercana al citocromo c; y en la tercera esta en medio. El
centro Fe-S de un monémero interactia con los grupos redox del otro. El flujo de
electrones entre el acarreador del par electrénico ubiquinona y los acarreadores de
un electrén (citocromos c, ¢4, bss2 ¥ bses; estos dos Ultimos son llamados asi por que
el grupo hemo de cada citocromo absorbe a un maximo de 562 y 566 nm,
respectivamente) se realiza en una serie de reacciones llamadas el ciclo Q, es un
ciclo de transporte electronico propuesto en el complejo III para explicar la
translocacién de H* durante el transporte de e, del citocromo b al citocromo c,
(EsquemaI).



Esquema 1. Ciclo Q. El resultado de esta secuencia en el complejo III es el

transporte de dos protones por cada electrén transferido desde el complejo I al

citocromo c¢;.
Complejo I
2 e 1
H' < QHz A —— — — — — — — - QH2 < H*
&
3
by,
v 8 QH"°
QH* o
e
6
4 X,
(i} 7 ~— H*
H+/ & G S e - (
L 5
Espacio € Membrana interna
intermemby mitocondrial S

(Tomado de Voet y Voet, 1990)

(1) La coenzima QH° semiquinona se reduce a QH, mediante el complejo I en el lado
de la matriz de la membrana. (2) QH; difunde al lado citosélico de la membrana. (3) QH,
reduce al citocromo by, con la liberaciéon de H*. (4) Un segundo H* se transloca cuando la
semiquinona reduce el citocromo ¢, en el lado citosélico, liberando un segundo H*. (5) Q
difunde al lado de la matriz. (6) El citocromo by reduce al citocromo b,. (7) Q se reduce a
QH° semiquinona mediante el citocromo b, con la absorcién de H* de la matriz.



Aunque el flujo de los electrones de este segmento de la cadena respiratoria
es complicado, el efecto neto de la transferencia es simple, ei ubiquinol es oxidado a
ubiquinona y el citocromo ¢ es reducido. Actualmente, se acepta que el complejo bcy
genera una fuerza protén-motriz por un mecanismo conocido como el ciclo Q
modificado, esta fuerza es utilizada para la sintesis de ATP.

El complejo be; de las mitocondrias de mamifero y de bacterias es sensible a
diversos inhibidores como el mixotiazol, el cual se parece estructuralmente a la
ubiquinona y se une al citocromo b, la antimicina y el HQNO que bloquean la
reduccién de la quinona y la estigmatelina que se enlaza a la forma reducida de la
proteina fierro-azufre, cambiando su potencial redox. Sin embargo, en el protista de
vida libre E. gracilis, el complejo bc; es parcialmente resistente a mixotazol en
mitocondrias intactas y totalmente insensible a antimicina y a HQNO cuando el
complejo esta semipurificado (Covian y cols., 2001).

I.4 Complejo IV (citocromo c oxidasa). Este complejo es el terminal de las
cadenas respiratorias de las mitocondrias y de muchas bacterias. Cataliza la
transferencia de electrones del citocromo crq, Via cuatro centros redox (varios
polipéptidos, dos citocromos (a y as) y dos atomos de cobre) al aceptor final, que es
el O; de acuerdo con la siguiente reaccion:

4 cyt Creducido) + 8H'N + Op > 4 CYt Coxidade) + 4H'p + 2H,0

En P. denitrificans, este consiste de s6lo dos subunidades polipeptidicas que
corresponden en masa molécular a las dos subunidades mas grandes presentes en
mitocondrias, la cual contiene ademas de 5 a 10 subunidades.

En la mitocondria de levadura se ha observado que el complejo IV esta
formado por siete subunidades cuyos pesos varian entre 40 y 50 kDa. Es de gran
interés que las tres subunidades mayores son muy hidrofébicas y se sintetizan por
medio de los ribosomas mitocondriales, mientras que los cuatro menores son
hidrofilicas y se originan en el citoplasma.



Las citocromo ¢ oxidasa tipo aas de eucariontes y procariontes son miembros
de una superfamilia hemo-cobre de oxidasa relacionadas estructuralmente. Esta
superfamilia exhibe variaciones considerables en términos de los grupos hemo (a, b)
o del sustrato oxidable (quinol o citocromo c¢) (Gennis, 1991). El complejo IV funciona
como una bomba de protones que contribuye a la fuerza motriz proténica necesaria
para llevar acabo la sintesis de ATP. La subunidad I es una proteina integral de
membrana con 12 cruces transmembranales y tres centros redox: un hemo a de bajo
espin, otro hemo a de alto espin y un Cug, estos dos Ultimos formando el centro
bincuclear azCug, es el sitio donde el oxigeno es activado y reducido a agua. El
citocromo a3 es el componente donde se unen el CO y el CN™ que son inhibidores
clasicos de la citocromo ¢ oxidasa. La subunidad II contiene el centro binuclear Cua
que se encarga de recibir los electrones del citocromo c.

Asi, en general las cadenas respiratorias de mamiferos, microorganismos y
bacterias, muestran una estructura basica en sus complejos respiratorios, aunque
existen una gran variedad de deshidrogenasas particulares de cada organismo.

E. coli sintetiza dos cadenas respiratorias: una estd disefiada para la
obtencién del rendimiento maximo de 2 moles de ATP sintetizado por mol de NADH
oxidado en condiciones aerdbicas; la segunda permite la sintesis de solo un mol de
ATP por mol de NADH y puede operar a bajas concentraciones de oxigeno
(Esquema II A). La cadena respiratoria de E. gracilis (Esquema II B), presenta una
oxidasa alterna resistente a cianuro, una citicromo c reductasa resistente a
antimicina y una D- y L-lactato deshidrogenasas independientes de NAD", que ceden

los equivalentes reductores directamente a la poza de quinonas.



Esquema II. Cadena respiratoria de E. coli (A) y E. gracilis (B)

D- o L-lactato
ln- o L-iLDH /'92

FP =t Fezs\ }1 by b h 0
ISDH _—

Succinato SUGEN
T = n
FP = = »Fg:S
s eyt by5g== "‘Yt\"z
I N
Deshidrogenasas o,

dependientes de NAD*
(Esquema II A tomado de Benito y Escamilla BEB, 1982)

D- o L-lactato

B
D- o L-LDH /\
be, A

et €Y € e O,

SDH @

/ kox

Succinato H* H*
o2

(Esquema II B tomado y modificado de Moreno-Sanchez y cols., 2000)

Lineas continuas: condiciones aerébicas; lineas punteadas: condiciones bajas de O, FP:
flavoproteinas; Fe-S: centro fierro-azufre; MQ-8: menaquinona-8; UQ-8: ubiquinona-8; cyt
bsss y cyt bssg: citocromos b con una longitud de onda maxima a 556 y 558 nm
respectivamente; cyt o: citocromo o; D- o L-iLDH: D- o L-lactato deshidrogenasa
independiente de NAD*; SDH: succinato deshidrogenasa; bcy: Complejo III; aa;: Complejo
IV; AOX: Oxidasa alterna.



II. ACARREADORES DE ELECTRONES DE LAS CADENAS
RESPIRATORIAS

II.1 Nucleétidos de flavina. Son derivados de la vitamina riboflavina y
consisten en un anillo de isoaloxazina, capaz de aceptar dos electrones junto con
dos protones. Este anillo esta unido a una fosforribosa formando asi el
mononucleétido de flavina (FMN), el cual puede estar unido a un nucleétido de
adenina para construir el dinucleétido de flavinadenina (FAD), (Fig. 1).

Las flavoproteinas contienen un nucleétido de flavina ya se a FMN o FAD y
pueden estar unidos de forma no covalente, como en la NADH deshidrogenasa,
succinato deshidrogenasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa membranal y en
algunas lactato deshidrogenasas independientes de piridin nucleétidos (iLDH) de
bacterias y levaduras. (Futai, 1970; Markwell y Lascelles, 1978; Erwin y Gotschilich,
1993). Ambos nucleétidos de flavina cuando estan oxidados pueden aceptar un
electrén produciendo la forma de semiflavona (Daff y cols., 1996) como la glutation
reductasa o la glucosa oxidasa (O’Donnell y cols., 1994) o bien produciendo (en un
solo evento) FMNH, o FADH, como lo hace la NADH oxidasa de Streptococcus
faecalis (Ahmed y Clairborney, 1992). El potencial de reduccion estandar del FAD y
FMN depende de la proteina con la cual esté asociada. El potencial redox estandar
relevante es asi, el de la flavoproteina en particular y no del FMN o FAD aislados.

Existen flavoproteinas que estan asociadas a citocromos (flavocitocromos) y
tienen actividad catalitica hacia diversos sustratos, tales como lactato y fumarato,
reduciendo directamente al citocromo ¢ como en Shewenella putrefaciens (Morris y
cols., 1994).

10




; N

: HH HH {0 !0 <’N '
3 H"’c_é i '-—%—0; I—O. l Ha

, OHOH OHH | OH : OH 0

§ H&Cmﬁ /N 0 E )» 0:

: NH :

i HeC 5 5

Ribofiaving ~—————

Fosfato de riboflavina (FMN) s}

svnan .[..-...U]r..-.aaoc

.

e Flavina adenina dinuclettido (FAD)

y =
e

}

-

Figura 1. Estructura quimica de la Riboflavina, FMN y FAD

I1.2 Quinonas (también llamadas coenzima Q). Las quinonas llevan acabo
la funcion de acarrear los electrones desde las deshidrogenasas al siguiente
componente protéico en las cadenas respiratorias. En mitocondrias, este grupo
protéico puede ser el complejo bcy, pero en E. coli, puede ser la citocromo ¢
oxidasa, nitrato reductasa o fumarato reductasa (Hernandez-Urzua y cols., 2003) en
plantas y E. gracilis la oxidasa alterna irreversible a cianuro (Castro-Guerrero y cols.,
2004). Las quinonas constituyen el tinico grupo de moléculas de oxidorreduccion que
existen libres en la membrana constituyendo una poza, aunque en algunos
complejos enzimaticos se ha propuesto que existen moléculas de quinonas unidas
de modo no covalente que no se intercambian con la poza, como en la NADH
deshidrogenasa y el complejo bcs. Las quinonas consisten de un anillo de benceno
con dos oxigenos unidos por doble enlace en las posiciones 1y 4, y pueden aceptar
un electrén para formar el radical semiquinona (UQH®) o dos electrones para formar
ubiquinol (UQHy), (Figura 2). Otros sustituyentes del anillo son dos metéxidos en las
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posiciones 2 y 3, un metilo en la 5, y una cadena de unidades de isopreno en la
posicién 6. El nimero de unidades isoprenoides de esta cadena sirve de base para
la nomenclatura de las quinonas. Asi dependiendo del organismo las quinonas van
desde Q6 hasta Q10. La NADH oxidorreductasa de Klebsiella pneumoniae contiene
aproximadamente 1.2 nmol de Q6/mg de enzima y 1.5 nmol de Q8/mg de enzima
(Gemperli, 2002). En el genero Candida se ha analizado la secuencia de genes del
RNA ribosomal y se ha demostrado que contiene ubiquinona-7 (Suzuki y Nakase,
2002), En E. coli la NADH oxidorreductasa contiene Q8 (Mileykovskaya y Dowhan,
1993).

Esta cadena le confiere a las quinonas una alta hidrofobicidad, por lo que se
localizan en el centro de la bicapa fosfolipidica en contacto con las colas
hidrocarbonadas, aunque parece ser que el anillo de la forma reducida (quinol) esta
mas cercano a la interffase membranal. Ya que la ubiquinona es pequefia e
hidrofébica, es capaz de difundir libremente dentro de la bicapa lipidica de la
membrana interna mitocondrial.

Existen moléculas semejantes a la coenzima Q, como la plastoquinona de
cloroplastos y la menaquinona de bacterias (Ingledew y Poole, 1984). E. coli es
capaz de sintetizar dos quinonas; ubiquinona-8 y menaquinona-8, las
concentraciones de estos dos componentes en la célula son variables y dependen
de las condiciones de crecimiento. El potencial de reduccion para la ubiquinona-8 y
para la menaquinona-8 es de +70 mV y -74 mV, respectivamente.

En E. gracilis existen dos tipos de quinonas en su poza, la ubiquinona-9 (UQ9)
y rodoquinona-9 (RQ9) con un potencial redox de +100 y —63 mV, respectivamente.
Ambas quinonas tienen 9 grupos isoprenoides en la posicién 5 de la quinona, pero la
RQ9 tiene un grupo amino en la posicién 2 del anillo bencénico, en lugar del grupo
metoxi de la UQY, esta diferencia en sus sustituyentes es lo que da la diferencia de
potenciales.
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Figura 2. Estructura quimica de la ubiquinona. Se observa la cola hidrofébica
responsable de su solubilidad en la membrana y se demuestra como se reduce a ubiquinol
tomando dos electrones y dos protones en este proceso.

IL.3 Citocromos. Son aparte de las quinonas, los otros acarreadores de
electrones de las cadenas respiratorias y fotosintéticas. Las porfirinas son la parte de
los grupos hemo de los citocromos en donde se lleva acabo la reaccion redox, ya
que tienen en su centro un atomo de fierro que se oxida y reduce durante la
transferencia de electrones (Figura 3). Los grupos hemo de los citocromos a y b no
se encuentran unidos covalentemente a sus respectivas proteinas; no asi los grupos
hemos de los citocromos tipo ¢ que se encuentran unidos covalentemente a través
de los residuos de cisteina. Los citocromos tienen también sitios de unién con las
membranas que son esenciales para un transporte de electrones eficiente. Por
ejemplo, el complejo be; no es funcional cuando el citocromo ¢y no tiene su carboxilo
terminal ya que éste funciona en el anclaje a la membrana (Gennis, 1991). En
Rhodobacter capsulatus, una bacteria ptrpura no azufrada, el citocromo soluble cyt
cz2 y el citocromo asociado a la membrana cyt ¢, son los Unicos acarreadores de
electrones (Millykallio y cols., 1998) que operan entre el centro de reaccion
fotoquimica del cloroplasto y el complejo be; de la cadena acarreadora de electrones.
Ei potencial de reduccién estandar de los citocromos depende de su interaccion con
las cadenas laterales de la proteina.

Los citocromos de tipo a, b y algunos ¢ forman parte de proteinas integrales
de membrana. Una excepcion es el citocromo ¢ de la mitocondria, una proteina
soluble que se asocia a través de interacciones electrostaticas con la superficie
externa de la membrana interna de la mitocondrial.
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Figura 3. Estructura quimica del citocromo c. Esquema del grupo hemo que se
ancla a la molécula de los citocromos. En este caso el atomo de hierro (Fe) puede pasar
reversiblemente de forma oxidada (Fe®*) a reducida (Fe?").

Los citocromos identificados en las mitocondrias de E. gracilis tienen
semejanza con los citocromos presentes en mamiferos y en plantas superiores.
Ademas de un citocromo tipo a y un citocromo soluble tipo ¢, se ha identificado un
citocromo tipo bse1 (Buetow, 1989).

I1.4 Centros Fe-S. En algunas proteinas transportadoras de electrones
existen otras moléculas que contienen fierro, y no forman parte del grupo hemo sino
que se encuentran en asociacion con atomos inorganicos de azufre y/o los atomos
de azufre de residuos de cisteina de las proteinas (Figura 4). Los centros fierro-
azufre (Fe-S) presentan diversas estructuras, con un solo atomo de fierro
coordinado a cuatro residuos de cisteina a través del azufre de sus cadenas
laterales, como la ferredoxina hidrogenosomal de Tricomonas vaginalis (Liu y
Germanas, 1998), mas complejos con dos o cuatros atomos de fierro como las
ferredoxinas I y II de Rhodobacter capsulatus (Hallenbeck y Gennaro, 1998) y la

piruvato-ferredoxina oxidorreductasa en Desulfovibrio africanus. (Pieulle y cols.,
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1995). Todas estas proteinas participan en la transferencia de un electrén, la cual
uno de los atomos de fierro se oxida o se reduce.

Aun con la complejidad que presentan las cadenas respiratorias bacterianas,
comparadas con las que se encuentran en eucariontes, es posible generalizar con
respecto a los componentes basicos que conforman estos sistemas de transduccion
de energia. En eucariontes la cadena respiratoria de la mitocondria puede oxidar
diversos sustratos como, el glicerol-3-fosfato, el succinato, los acidos grasos, etc.,
por medio de deshidrogenasas que a su vez ceden los electrones a la poza de
quinonas. En procariontes la cadena respiratoria puede oxidar otros sustratos,
ademas de los ya mencionados, como formato, dihidroorotato, glicerol (Taylor y
Zhulin, 1998), prolina, 6-fosfogluconato, L- y D-lactato, (Ingledew y Poole, 1984)
mandelato (Hoey y cols., 1987), metanol (Yang y cols., 1998) y piruvato (Pieulle y
cols., 1995); que en la mayoria de los casos reduce también a las quinonas. En
levaduras existen deshidrogenasas que no ceden sus electrones directamente a la
quinona; tales como la L-lactato deshidrogenasa (Gondry y Lederer, 1996) y la L-
mandelato deshidrogenasa (lllias y cols., 1998) y en algunas bacterias, la citocromo
b oxidorreductasa y heterodisulfuro reductasa, (Figura 4).

A

c
"

Figura 4. Centro [2Fe-2S]. La NADH:ubiquinona oxidorreductasa de Vibrio cholerae
contiene un centro [2Fe-2S], (Barquera y cols., 2004).
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I1I. LACTATO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE PIRIDIN
NUCLEOTIDOS EN PROCARIONTES

III.1 Lactato deshidrogenasas dependientes de NAD®. El lactato es un
producto final importante de la fermentacion de la glucosa y otros carbohidratos. E.
coli puede formar de 0.8 a 1 mol de lactato por 1 mol de glucosa y Staphylococcus
aureus en condiciones anaerobias forma mayoritariamente lactato y en condiciones
aerébicas forma acetato; El genero Streptococcus, Pediococcus y algunas especies
del genero Lactobacillus, convierten hasta el 85% de la glucosa a lactato (bacterias
homofermentativas); y el genero Leuconostoc y otras especies de Lactobacillus
forman 1 mol de lactato por cada mol de glucosa usada (Doelle, 1971). Asi,
dependiendo del organismo el CO,, acetato y/o etanol conforman la otra mitad de
cada molécula de glucosa oxidada (bacterias heterofermentativas). Las bacterias
homofermentativas usan la via de la glucdlisis y en la etapa final convierten al
piruvato en lactato, esta reduccién del piruvato a L-(+) o D-(-)-lactato es la mejor ruta
para la regeneracién de NAD' en muchos organismos como en E. coli y es
catalizada por la lactato deshidrogenasa citosélica dependiente de NAD* (nLDH). En
las bacterias heterofermentativas la conversion del piruvato a lactato es también la
mejor etapa para la generacion de NAD*. Se sabe que la generacién de L- y D-
lactato se lleva acabo por enzimas isomeroespecificas y cada enzima es distinta en
sus parametros cinéticos y propiedades electroforéticas (Long y Kaplan, 1968).
Todas las bacterias acido-lacticas tienen una gran cantidad de nLDH  (Garvie,
1980). Muchas D-nLDH son reversibles pero algunas cuantas son unidireccionales.
En Lactobacillus casei esta enzima ha sido parcialmente purificada con baja
actividad y solo produce lactato cuando el sustrato se encuentra en concentraciones
elevadas. Una D-nLDH con mayor reversibilidad es encontrada en E.coli (Garvie,
1980).

Las L-nLDH se encuentran junto con las D-nLDH en la mayoria de las
bacterias. Las L-nLDH son de dos tipos, las que son activadas por fructosa 1,6-
difosfato (FBP) y las otras que no los son. Las bacterias acido lacticas formadoras de
D- o L-lactato tienen L-nLDH las cuales no requieren de FBP y en algunas especies
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esta enzima cataliza la reaccion reversa. Algunas especies de Lactobacillus que
tienen L-nLDH reaccionan muy poco con el lactato y solo pueden ser detectadas
después de una electroforésis revelando con piruvato, como las enzimas reportadas
en Lactobacillus fermentum (Gasser, 1970) y Lactobacillus cellobiosus (Sharpe y
cols., 1972). La L-nLDH que es activada por FBP se encuentra en muchas especies
de Estreptococcus y en algunas otras bacterias. Algunas de estas enzimas muestran
un absoluto requerimiento de FBP a pH fisiologico, en Actinomyces viscosus la
enzima requiere FBP y bajas concentraciones de piruvato. En Butyrivibrio fibrisolvens
reportan que existe una L-nLDH activada por FBP. La especificidad de la enzima en
Butyrivibrio no es clara, pero la reaccién es mas rapida con D-lactato que con L-
lactato. La activacion de la L-nLDH por FBP es virtualmente irreversible (Garvie,
1980).

IIL.2 Lactato deshidrogenasas independientes de NAD'. En la cadena
respiratoria de bacterias existen ademas de las deshidrogenasas clasicas, otras cuya
especificidad por los substratos es diferente a las que utilizan las mitocondrias de
mamifero. Entre estos substratos estan el formato, dihidroorotato, glicerol,
mandelato, metanol, piruvato, y D- y L-lactato (Ingledew y Poole, 1984). En E. coli,
la conversion del lactato a piruvato estimula el transporte de prolina, acido glutamico,
acido aspartico, asparagina, triptofano, lisina, serina, alanina, glicina (Kaback y
Milner 1970) y también en algunos carbohidratos como galactosa y arabinosa,
(Barnes y cols., 1971). La oxidacién del lactato se realiza por medio de una lactato
deshidrogenasa independiente de NAD*/NADH (iLDH). Esta enzima se encuentra
embebida en la membrana citoplasmatica y los equivalentes reductores que se
producen de esta oxidacion pasan directamente a la poza de quinonas para la
obtencion de energia y, al igual que las nLDH, se sabe que son enzimas isomero-
especificas. Las iLDH son ampliamente distribuidas en muchos géneros de bacterias
(Garvie, 1980).

Las iLDH mas estudiadas son las de E. coli, se ha reportado que son dos
enzimas isomero-especificas que oxidan D- o L-lactato y no hay evidencia de que

esta oxidaciéon in vivo o in vitro sea reversible. Se encuentran localizadas en la
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membrana interna, tienen orientado su sitio activo hacia el citosol y estan
involucradas en la cadena respiratoria y en la transferencia de electrones a través de
la poza de quinonas.

La D-iLDH de E. coli es constitutiva sin importar la fuente de carbono. Esta
reaccion esta acoplada al transporte de aminoécidos y azucares; ademas se sabe
que la enzima purificada es una flavoenzima ya que contiene FAD como cofactor y la
relacion flavina/enzima es aproximadamente de 1 mol de FAD por mol de enzima
(Kohn y Kaback, 1973).

Esta enzima ha sido enriquecida hasta 400 veces, la metodologia empleada
para su purificacién involucra la solubilizacion de la enzima con detergentes,
después la precipitacion con sulfato de amonio y por ultimo una cromatografia de
intercambio iénico (Kohn y Kaback, 1973). EL Triton X-100 incrementa la actividad
enzimatica hasta 5 veces (Futai, 1970). La enzima pesa aproximadamente 75 kDa,
en ausencia de Triton X-100, tiene un pH 6ptimo entre 7.5-8 y una Km por D-lactato
de 1.4 mM y en presencia de Triton X-100, el pH éptimo es de 8-9.5 con una Km por
D-lactato de 0.5 mM. Estos cambios se deben a que el detergente se une
fuertemente y altera la conformacién secundaria de la enzima, por cambios en la
hidrofobicidad y en los puentes de hidrégeno, lo que provoca modificaciones
conformacionales y estructurales, resultado de los cambios ambientales que rodean
a la enzima. La D-iLDH tiene actividad con D-lactato pero no con D-glicerato, L-
glicerato, succinato, malato, D-tartrato, L-tartrato, 1-propanol, o isopropanol a
concentraciones altas de 0.1 M. La adicién de NAD*, NADP*, FMN y FAD no tiene
efecto en la actividad de la enzima. El L-lactato fue un sustrato para la enzima
purificada, pero con una eficiencia catalitca (Vm/Km) baja con respecto a lo
observado con D-lactato. El piruvato fue el producto final de la reaccién usando
como sustrato ya sea D-lactato o L-lactato. El p-cloromercuribenzoato, N-
etilmaleiamida y iodoacetato, a concentraciones de 0.01 M, no tuvieron efecto en la
actividad de la enzima, pero el oxamato y oxalato inhibieron a la enzima purificada,
con una inhibicién de tipo competitivo con Ki de 3.4 y 0.9 pM respectivamente (Futai,
1973).
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Se ha reportado que Paracoccus denitrificans es capaz de oxidar al D-lactato
por medio de una D-iLDH, (Km = 0.81 mM), esta oxidacion genera equivalentes
reductores, los cuales son importantes para la sintesis de ATP (Zboril y Wenerova,
1996).

La L-iLDH es una enzima primaria en la cadena respiratoria de varios tipos de
bacterias como en E. coli donde se localiza en la membrana citoplasmatica y se sabe
que utiliza como cofactor al FMN. La actividad de varias deshidrogenasas (lactato
deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa y malato deshidrogenasa) fueron
medidas en extractos de Rhodopseudomonas sphaeroides, los cuales fueron
cultivados con diferentes substratos bajo condiciones aerébicas y fototréficas, en
donde la actividad de L-iLDH se expresa cuando las bacterias son cultivadas con L-
lactato, en contraste, los niveles de malato deshidrogenasa y succinato
deshidrogenasa no variaron en las células cultivadas en distintas condiciones. En
este organismo, la L-iLDH tiene un pH o6ptimo de actividad de 7.5, una Km por L-
lacato de 1.4 mM y fue inhibida por oxalato y oxamato con una Ki de 0.03 y 0.96 mM
respectivamente. (Markwell y Lascelles, 1978) (Tabla I).

Algunos estudios indican que la L-iLDH es inducida cuando las células de E.
coli son cultivadas con L-lactato. Futai y Kimura (1977) confirman que la actividad de
la enzima es 100 veces mas alta con L-lactato que cuando las células son cultivadas
aerdébicamente en glicerol o anaerobicamente en glucosa.

En Neisseria gonorrhoeae la L-iLDH es inducida cuando las células se
cultivan en condiciones aerobias usando como fuente de carbono lactato, ya que la
actividad especifica aumento en un 40% cuando se emplea este metabolito, a
diferencia cuando se emplea glucosa donde la actividad se vio inhibida.

Las enzimas que se encuentran en bacterias heterofermentativas como
Leuconostoc ‘mesenteroides, y homofermentativas como Lactobacillus plantarum
B38, muestran una clara diferencia en la actividad especifica y Km con respecto al
substrato D- o L-lactato; L. mesenteroides muestra una gran afinidad por L-lactato,
mientras que L. plantarum B38 tiene una Km baja para D-lactato (Doelle, 1971)
(Tabla I).
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Acinetobacter calcoaceticus posee D-ILDH y L-iLDH, se localizan en la
membrana citoplasmatica y pueden ser solubilizadas con algunos detergentes
(Allison,y cols., 1985). Las actividades de estas dos enzimas se expresan después
de cultivar a las bacterias en diferentes fuentes de carbono, son inducidas por alguno
de los dos enantiomeros de lactato pero no por piruvato y son reprimidas por
succinato y L-glutamato.

Con respecto a la especificidad de las iLDH en bacterias, algunas solo pueden
oxidar a su substrato como es el caso de la L-iLDH de Rhodopseudomonas
sphaeroides y la D-iLDH de Megasphaera elsdenii. En Neisseria gonorrhoeae la L-
iLDH oxida L-lactato y ademas puede oxidar otros substratos como pueden ser la L-
treonina, la fenilalanina y el L-B-fenil lactato; al igual es el caso de la D-iLDH de E.
coli la cual puede oxidar ademas del D-lactato a la D-treonina y al a-DL-
hidroxibutirato, sin embargo para los dos casos estos substratos tienen muy poca
afinidad y una velocidad de oxidaciéon menor al 10% en comparacion con su
verdadero substrato.

Se ha reportado en Pseudomonas aeruginosa una D-y L-iLDH cuya actividad
estd ligada al transporte de aminoacidos; en esta cepa ambas enzimas son
inducidas por lactato. Las velocidades de oxidacion del D- y L-lactato son diferentes
usando distintos aceptores artificiales de electrones. Estas iLDH son localizadas en
la membrana de la célula (Brown y Tata, 1987). En las vesiculas de membrana de
Staphylococcus aureus el 1-lactato es convertido a piruvato usando al 2,6-
diclorofenol indofenol (DCPIP) como aceptor artificial de electrones. En
Butyribacterium rettgeri las enzimas requieren lipidos para mantener su estructura,
los cuales se involucran en el transporte de electrones pero no interaccionan con el
substrato. Las iLDH de B. rettgeri son extremadamente labiles y pierden su actividad
cuando son guardadas a -20°C y no son estabilizadas por agentes reductores.
(Garvie, 1980).
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Tabla I. Parametros cinéticos de algunas iLDH bacterianas

Organismo | Enzimas PM? Vmax Km Inhibidor Aceptor | pH | Ref.
kDa U/mg prot | lactato Ki (mM) dee’ opt.
mM act.
E. coli * D-iLDH 75 100 0.5 Oxamato DCPIP [ 8-95| A
9*10% C | o MTT-
Oxalato PMS
(3.4*10% C
E.coli’ D-iLDH 72 20 06 Oxamato PMS- | 8-9 H
0.001 MTT
Lactobacillus | L-iLDH - 36.3 25 e DCPIP | 6.4 B
plantarum B38 |57 DH - 47.3 6 — DCPIP | 62 | B
Lactobacillus | L-iLDH e 109.5 15.4 e DCPIP | 6.2 B
mesenteroides [ D-iLDH — 336 18.1 e DCPIP | 5.8 B
Lactobacillus | L-iLDH --e- 336 185 ———eem DCPIP | 5.8 B
brevies  'DIIDH [ — 448 312 — DCPIP | 58 | B
Neisseria D-iLDH - 419 0.2 B MTT- e (o]
gonorrhoeae PMS
Acinetobacter | D-iLDH 62.8 —eeeen 0.26 Oxalato DCPIP | 7.7 D
calcoaceticus ND PMS
R. L-iLDH 107 e 0.5 Oxamato DCPIP | 75 E
sphaeroides (0.96) NC PMS
Oxalato
(0.03) NC
D-lactato
(22)C
Paracoccus | D-iLDH 54 17 0.81 Tenoiltrifluoro- | DCPIP | - F
denitrificans acetona PMS
(2.2) NC
Clostridium | D-iLDH 55 200 35 ———eem DCPIP | 7.5 G
acetobutylicum MTT
L-iLDH 55 300 0.7 - DCPIP | 7.5 G
MTT

Los valores mostrados se realizaron en extractos crudos. 'Los ensayos se realizaron
con la enzima pura y en presencia de Triton X-100. 2 Determinado por SDS-PAGE. C,
competitivo; NC, no competitivo; ND, no determinado; A; Khon y Kaback, 1973; B; Doelle,
1971; C; Fischer y cols., 1994; D; Allison y cols., 1985; E; Markwell y Lascelles, 1978; F;
Zboril y Wernerova, 1996; G; Diez-Gonzalez y cols., 1997; H; Futai, 1973.

21




IV. LACTATO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE PIRIDIN
NUCLEOTIDOS EN EUCARIONTES

Las iLDH de eucariontes, especificamente las de levaduras, son
significativamente diferentes a las que se encuentran en bacterias. Las propiedades
estructurales de las iLDH de levaduras han sido estudiadas y se sabe que las L-iLDH
son flavo-hemoproteinas y las D-iLDH son metalo-flavoproteinas, que catalizan la
oxidacion de L- y D-lactato, respectivamente, esta reaccion se lleva acabo en el
espacio intermembranal de la mitocondria. (Somlo, 1965). Las iLDH de
Saccharomyces cerevisiae y Hansenula anomala son flavocitocromos b, y
fisiologicamente tienen la actividad de la L-iLDH que transfieren los electrones
directamente al citocromo c. Estructuralmente son tetrameros idénticos, de 30 kDa
cada uno de los monémeros los cuales contienen dos dominios diferentes: el dominio
de flavodeshidrogenasa, que contiene FMN y el dominio de citocromo, contiene
protohemo IX.

Se ha reportado que Saccharomyces cerevisiae presenta una mayor actividad
de iLDH cuando las células son cultivadas en D- o L-lactato con respecto a las
células cultivadas en etanol, piruvato y glucosa (Somlo, 1965). Ademas, se ha
reportado que presenta una D-iLDH unida a la membrana mitocondrial, consta de un
solo polipéptido y no presenta ninguna homologia con la L-iLDH que se ha reportado

en el mismo organismo (Taguchi y Ohta, 1991).

V. LACTATO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE PIRIDIN
NUCLEOTIDOS EN Euglena gracilis

La cadena respiratoria de las mitocondrias aisladas del protista de vida libre
Euglena gracilis presenta caracteristicas inusuales, tiene una oxidasa alterna
insensible a cianuro y una quinol citocromo ¢ oxidorreductasa sensible a mixiotazol
(Moreno-Sanchez y cols., 2000). Ademas, oxida una gran variedad de sustratos,
incluyendo succinato, 2-oxoglutarato, glutamato, malato, NADH externo y otros

metabolitos como son succinato semialdehido, acido y-amino-butirico y lactato, que
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IV. LACTATO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE PIRIDIN
NUCLEOTIDOS EN EUCARIONTES

Las iLDH de eucariontes, especificamente las de levaduras, son
significativamente diferentes a las que se encuentran en bacterias. Las propiedades
estructurales de las iLDH de levaduras han sido estudiadas y se sabe que las L-iLDH
son flavo-hemoproteinas y las D-iLDH son metalo-flavoproteinas, que catalizan la
oxidacién de L- y D-lactato, respectivamente, esta reaccion se lleva acabo en el
espacio intermembranal de la mitocondria. (Somlo, 1965). Las iLDH de
Saccharomyces cerevisiae y Hansenula anomala son flavocitocromos b, y
fisiolégicamente tienen la actividad de la L-iLDH que transfieren los electrones
directamente al citocromo c. Estructuralmente son tetrameros idénticos, de 30 kDa
cada uno de los mondmeros los cuales contienen dos dominios diferentes: el dominio
de flavodeshidrogenasa, que contiene FMN y el dominio de citocromo, contiene
protohemo IX.

Se ha reportado que Saccharomyces cerevisiae presenta una mayor actividad
de iLDH cuando las células son cultivadas en D- o L-lactato con respecto a las
células cultivadas en etanol, piruvato y glucosa (Somlo, 1965). Ademas, se ha
reportado que presenta una D-iLDH unida a la membrana mitocondrial, consta de un
solo polipéptido y no presenta ninguna homologia con la L-iLDH que se ha reportado
en el mismo organismo (Taguchi y Ohta, 1991).

V.LACTATO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE PIRIDIN
NUCLEOTIDOS EN Euglena gracilis

La cadena respiratoria de las mitocondrias aisladas del protista de vida libre
Euglena gracilis presenta caracteristicas inusuales, tiene una oxidasa alterna
insensible a cianuro y una quinol citocromo c oxidorreductasa sensible a mixiotazol
(Moreno-Sanchez y cols., 2000). Ademas, oxida una gran variedad de sustratos,
incluyendo succinato, 2-oxoglutarato, glutamato, malato, NADH externo y otros

metabolitos como son succinato semialdehido, acido y-amino-butirico y lactato, que
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no son comunmente usados por mitocondrias de otros organismos (Uribe y Moreno-
Sanchez, 1992). Sin embargo, no pueden oxidar al piruvato ya que estas perdieron
al complejo piruvato deshidrogenasa (Buetow, 1989). El piruvato puede ser
transformado a acetilCoA por la piruvato/NADP* oxidorreductasa la cual es
inactivada por O, (Inui y cols., 1984).

De forma interesante las altas velocidades de transporte de electrones y
sintesis de ATP en la mitocondria de E. gracilis ocurren cuando el D- y L-lactato son
los sustratos oxidables. La oxidacion del lactato es por medio de una lactato
deshidrogenasa independiente de NADH (iLDH), la cual transfiere los electrones del
lactato a la poza de quinonas de la membrana interna de la mitocondria (Esquema II-
B); el quinol puede ser oxidado por el complejo citocromo b-¢4, por la citocromo ¢
reductasa resistente a antimicina o por la oxidasa alterna resistente a cianuro
(Moreno-Sanchez y cols., 2000).

Price describié por primera vez la existencia de la actividad de iLDH en E.
gracilis. Esta actividad esta asociada con la fraccion mitocondrial y algunos grupos
describen la existencia de iLDH solo para el isomero D- en extractos celulares
(Collins N. y Merrett M. J., 1975), mientras que Yakota y Kitaoka (1979) encontraron
la actividad de ambos isémeros en la mitocondria y fraccion microsomal de E.
gracilis.

En nuestro laboratorio se ha determinado que la actividad de la L- y D-iLDH
se encuentra en la fraccion mitocondrial, ya que el aumento de la actividad de la D- y
L-LDH estuvo asociada con el incremento en la actividad de la succinato
deshidrogenasa y citocromo c oxidasa, las cuales son enzimas que se encuentran en
la membrana interna mitocondrial (Jasso-Chavez y cols., 2001).

La velocidad de deshidrogenacion por las iLDH en las mitocondrias aisladas
de E. gracilis para ambos isomeros de lactato sigue una cinética de Michaelis-
Menten. La constante de disociacién (Ks) para ambos isomeros son iguales, aunque
la Vmax fue mas alta con D-lactato, cuando se usa DCPIP o Q1 (quinona con una sola
cadena lateral isoprenoide con un potencial redox de +100 mV) como aceptor
artificial de electrones (Tabla II). Se ha determinado que el oxamato inhibe

competitivamente la actividad de la D- y L-iLDH mientras que el oxalato presenta una
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inhibicién de tipo mixto, esta inhibicion se presenta cuando el inhibidor se puede unir
a la enzima libre o la enzima modificada con distintas constantes de disociacion. Con
base en las diferentes afinidades por oxamato y oxalato cuando se usa D- o L-lactato
como substratos; ademas de la diferencia en solubilidad con distintos detergentes, el
peso molecular de dos entidades y los parametros termodinamicos diferentes,
sugieren que son dos las entidades moleculares que catalizan la deshidrogenacion
de cada isébmero.

Tabla II. Parametros cinéticos de la D-iLDH y L-iLDH de E. gracilis en

mitocondrias aisladas

L-iLDH D-iLDH

Km lactato (mM) 2.4510.3 2.7+0.3

Vmax (nmolDCPIP/ min x mg prot.) 268131 477144
Km DCPIP (uM) 35+10 3515

Km Q1 (uM) 417 18.415

Vmax (nmol Q1/min x mg prot.) 427435 617170

Ki oxamato (mM) competitivo 1.240.2 0.51£0.1

Ki oxalato (mM) mixto 0.36+0.07 0.15+0.02

Datos tomados de Jasso-Chavez y cols. (2001)

VI. COFACTORES DE LAS iLDH

Se ha descrito que los cofactores de las iLDH son flavinas unidas de forma no
covalente. Sin importar el organismo en estudio todas la D-iLDH contienen FAD,
mientras que para las L-iLDH el cofactor es siempre FMN.

Con respecto al cofactor de la D-iLDH, recientes estudios describen con
muchos ejemplos la inhibicién de flavo proteinas por la sal de difenileneiodonio (DPI)
y compuestos similares (Chakraborty y Massey, 2002). También se sabe que la
flavina de la enzima necesita estar reducida y bajo condiciones anaerobias para que
la inhibicién ocurra, y de esta reaccion de la reduccion de la flavina con compuestos

iodonios resultan en fenil aductos de la flavina. Tew ha propuesto un mecanismo
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para la formaciéon del aducto flavina N5-fenil, involucrado en la oxidacién de un
electron de la flavina reducida para formar la semiquinona, a expensas de la
reduccion del DPI el cual forma el radical difenileneidonol (Tew, 1993) (Esquema III).

Se ha demostrado que el DPI es un inhibidor irreversible. El uso del DPI
radioactivo ha permitido identificar dos sitios de modificaciéon covalente. El
asilamiento del cofactor radioactivo seguido por espectrofotometria, ha demostrada
que al FMN se une un grupo fenilo y este se une con mayor eficiencia al estado
reducido del FMN (Tew, 1993).

Esquema III
Fleeg + Phal® & FIH® + Phyl®
Phal° > Ph° + Phl
FIH® + Ph® - aducto

VII. ANTECEDENTES

Se ha reportado que la D-iLDH purificada de la archeabacteria hipertermofilica
Archaeglubus fulgidus es estable a 80°C (Reed y Hartzell, 1999) y la D-iLDH de E.
coli es estable a 60°C por 1 hora. La exposicién de las mitocondrias aisladas de E.
gracilis a temperaturas de 70°C tiene un tiempo de vida media (t12) para la L-iILDH=
0.16 min y para la D-iILDH= 7 min, estos experimentos se hicieron en ausencia de un
ligando, al adicionar oxalato como ligando el t;» a 70°C para la D-iLDH aumento
hasta los14 min (Jasso-Chavez y cols., 2001).

Las diferentes sensibilidades de la actividad de las iLDH de E. gracilis a la
exposicion a la temperatura, dependen del isomero usado indicando claramente que
diferentes enzimas estereo-especificas son involucradas en la deshidrogenacién de
cada uno de los isdbmeros de lactato (Jasso-Chavez y cols., 2001).

El paramilo (cadena de glucosa con enlaces glucosidicos B[1—3]) es el mayor
compartimiento de energia en E. gracilis, el cual se degrada por medio de la
glucdlisis y produce piruvato, éste se reduce a lactato (por medio de una lactato

25



para la formacion del aducto flavina N5-fenil, involucrado en la oxidacién de un
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Fleg + Phol® = FIH® + Phyl®
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gracilis a temperaturas de 70°C tiene un tiempo de vida media (t12) para la L-iILDH=
0.16 min y para la D-iILDH= 7 min, estos experimentos se hicieron en ausencia de un
ligando, al adicionar oxalato como ligando el ti; a 70°C para la D-iLDH aumento
hasta los14 min (Jasso-Chavez y cols., 2001).

Las diferentes sensibilidades de la actividad de las iLDH de E. gracilis a la
exposicion a la temperatura, dependen del isdmero usado indicando claramente que
diferentes enzimas estereo-especificas son involucradas en la deshidrogenacion de
cada uno de los isdbmeros de lactato (Jasso-Chavez y cols., 2001).

El paramilo (cadena de glucosa con enlaces glucosidicos p[1—3]) es el mayor
compartimiento de energia en E. gracilis, el cual se degrada por medio de la
glucdlisis y produce piruvato, éste se reduce a lactato (por medio de una lactato
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deshidrogenasa dependiente de NADH), y el lactato se oxida por la lactato
deshidrogenasa mitocondrial, a este conjunto de enzimas se le conoce como
lanzadera de lactato. E. gracilis no tiene la piruvato deshidrogenasa por lo que es
importante la oxidacion de lactato ya que se obtiene un mayor beneficio de los
equivalentes reductores que se producen de esta oxidacion y por lo cual se genera
una mayor cantidad de ATP.

De esta forma aprovechando las caracteristicas termorresistentes que se han
reportado para las iLDH de E. gracilis nos enfocamos a purificar a estas enzimas
para conocer mas sobre su participacion en el metabolismo energético y para
comparar a estas enzimas con las reportadas para bacterias para tratar de
determinar si tienen un origen en comun.

26



HIPOTESIS

Debido a que las iLDH de E. gracilis comparten semejanzas en cuanto a su
funcién con las iLDH de bacterias, entonces probablemente sean similares
también a nivel molecular

OBJETIVO GENERAL

> Purificar y caracterizar tanto cinética como molecularmente a la D-iLDH y L-iLDH

de E. gracilis

OBJETIVOS PARTICULARES

» Cultivar a E. gracilis en un medio apropiado para obtener una alta expresion de
las actividades de D-iLDH y L-iLDH
> Aislar mitocondrias de E. gracilis
» Determinar el pH 6ptimo de actividad de la D-iLDH y L-iLDH
> Purificar a las enzimas
1. Solubilizar a la D-iLDH y L-iLDH con detergentes
2. Tratamiento térmico a la D-iLDH
» Determinar los pesos moleculares
Identificar los cofactores
» Caracterizar cinéticamente a las iLDH (Km por D- y L-lactato, DCPIP y quinonas

efecto del oxalato y piruvato sobre la actividad)
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VIII. MATERIALES Y METODOS

VIIL.1 Reactivos

El 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP), ubiquinona-1 (Q1), L-lactato, D-lactato,
azul de nitrotetrazolio (NBT), albumina serica bovina, Flavina mono nucleotido
(FMN), Flavina adenosin dinucelotido (FAD), N,N,N’,N’,-tetrametilfenilenediamina
(TMPD), fenilmetanosulfenil fluor (PMSF), dodecil sulfato de sodio (SDS), cloruro de
difenileneiodonio (DPl), CHAPS y los marcadores de peso molecular fueron
adquiridos de SIGMA. EIl Lubrol fue adquirido de ICN. La columna de Sephacryl S-
200 fue adquirida de Pharmacia.

VIIL.2 Medio de cultivo celular

Los medios de cultivo para el crecimiento de E. gracilis cepa Z contienen
acido Malico 15 mM y acido Glutamico 34 mM, como fuente de carbono (medio
Hutner), ademas, se adicionaron los siguientes minerales y vitaminas en % (p/v):
0.02% CaCOs3, 0.05% MgSOQy,, 0.02% (NH4)2HPO4, 0.08% KH2PO4. Minerales traza A
(0.009% ZnS0O4 7H20, 0.008% MnSO4 4H,0, 0.002% NaMoO4 2H;0, y 0.00016%
CoCl; 6H20). Minerales traza B (0.00039% CuSO4 5H20, 0.00028% H3BOs y
0.000012% Nal). Vitamina B4z 0.005% y Tiamina 0.01%. El pH del cultivo se ajust6 a
3:5.

VIIL3 Siembra de células

Se adicioné un inoculo de 0.2X10° células/mL a 100 mL de medio de cultivo
Hutner, en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 250 mL, se incub6 a una
temperatura de 25 °C en oscuridad y en agitacion orbital a 125 rpm.

VIIL4 Curva de crecimiento

Se tom6 una alicuota de 0.1 mL del medio a las 21, 27, 48, 52, 71, 99, 120
horas de incubacién mas 0.9 mL de agua y 10 pL HCI al 37% (1:5 v/v) para
inmovilizar a las células, de esta preparacion se tomaron 10 pL y se contaron en una
camara de Neubauer.
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VIILS Aislamiento de mitocondrias

Después de determinar el tiempo 6ptimo del cultivo donde existe una mayor
densidad celular, el cultivo se escal6 a 1L de cultivo para el aislamiento de
mitocondrias de acuerdo con el método reportado por Moreno-Sanchez y Raya
(1988) y por Jasso-Chavez y cols., (2001). Todos los pasos se llevaron acabo a 4°C.
Las células se centrifugaron 1000 x g por 10 min., se resuspendieron y se lavaron
con un medio que contenia, 10 mM HEPES y 1 mM EGTA a pH 8, (medio HE).
Aproximadamente 1X10° células se resuspendieron en 25 mL de medio HE y 0.25
mM PMSF, (un inhibidor de proteasas), esta suspension se sonicé en tres tiempos
de 15 segundos separados cada uno por 1 min de reposo a 20-22 p de amplitud
(70% del maximo poder del sonicador Branson 450 con una punta de 12 mm de
diametro). La suspension se centrifugo a 600 x g por 10 min., el botén se desecho y
el sobrenadante se centrifugo a 7000 x g por 10 min. El rendimiento por 1 L de
células fue aproximadamente de 30-40 mg de proteina mitocondrial.

VIIL.6 Ensayos enzimaticos

Las actividades de D- y L-iLDH fueron medidas en las mitocondrias aisladas
por la adicién de 30 mM de D- o L-lactato como substratos oxidables y determinando
el consumo de oxigeno con un electrodo de oxigeno tipo Clark a 30°C, en un medio
estandar saturado con aire el cual contenia 120 mM KCI, 20 mM MOPS, 0.5 mM
EGTA (medio KME) a pH de 8.0; ademas se adicion6 5 mM KH,POs y 2 mM de
MgCl,. Para determinar la actividad de citocromo ¢ oxidasa las mitocondrias de
Euglena fueron incubadas en el buffer KME en la presencia de 10 mM de ascorbato
y 2 pM de antimicina; la reaccion se inicio con 2 mM de TMPD. El consumo de
~ oxigeno por la citocromo ¢ oxidasa fue corregido por la adicion de 20 mM de azida.

Otra forma de medir la actividad de la D- y L-iLDH fue midiendo la velocidad
de reduccion del DCPIP en el cambio de absorbancia a 600 nm y usando un
coeficiente de extincion de 21.3 mM™ cm™ a pH de 7.6. Aproximadamente 0.1 mg de
proteina mitocondrial se adicion6 a una celda que contenia 1 mL de buffer HE con
0.3 mM de DCPIP. La reacci6n se inicio con la adicién de 30 mM de D- o L-lactato.
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VIIL.7 Efecto del pH sobre la actividad de la D-iLDH y L-iLDH de E. gracilis

Para obtener el pH Optimo de actividad se utilizdé una mezcla de
amortiguadores: MES 20 mM (intervalo de capacidad buffer: 5.5-6.7), PIPES 20 mM
(6.8-7.5), HEPES 20 mM (7.5-7.8), TRIS 20 mM (8.5-9), Trietanol amina (9.5-11). Los
valores de pH de cada soluci6n variaron de 5 a 9 con intervalos de 0.5 unidades. La
actividad se determiné en 1 mL de buffer y 30 mM de D- o L-lactato midiendo la
desaparicion de 0.2 mM DCPIP a 522 nm, con un coeficiente de extincion molar de
8.6 mM” cm™, (se utiliza 522 nm por que a esa longitud de onda se encuentra el
punto isosbéstico del DCPIP que es en donde la especie oxidada y reducida
absorben igual a una misma longitud de onda). La reaccién se inicié con la adicion
de la proteina (0.1mg proteina), para evitar un preincubacion.

Para los estudios de estabilidad sélo se realizé para la L-iLDH, donde las
mitocondrias se incubaron por 10, 20, 30, 40 y 50 min a los valores de cada buffer de
pH, se tomé una alicuota de las mitocondrias incubadas y la actividad se determiné
en medio HE a un pH éptimo de actividad que es de 8. La reaccion se inicio con la
adicion de 30 mM de L-lactato.

VIIL8 Solubilizacion de la D-iLDH y L-iLDH con detergentes

Para la solubilizacién de la D- y L-iLDH de E. gracilis se utilizaron distintos
detergentes: CHAPS, Octilglucdsido (OGS), Lubrol, Triton X-100, Tween 20 y
Desoxicolato de sodio (DOC) con distintas relacion detergente/proteina ya
reportadas anteriormente (Jasso-Chavez y cols., 2001) (Tabla III). La cantidad de
proteina mitocondrial siempre fue de 7 mg y se llevo a una concentracién final de 14
mg/mL, a esta mezcla se le adicion6 0.5 mM de PMSF como inhibidor de proteasas.
Estas preparaciones se agitaron por 5 min en un vortex (Daigger genie 2) a la
potencia maxima, se centrifugé a 14000 x g por 10 min., el sobrenadante se separé y
a esta fraccion se le midié la actividad de D- y L-iLDH como se describié

previamente.
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Tabla III. Detergentes usados para la solubilizacién de la D-iLDH y L-
iLDH

Detergente —_ CMC? | PM | Detergente | Tipode

% mM g/mol mM detergente
CHAPS 1.8 0.7 6-10 614 29 p 4
OGS 0.9 0.3 | 20-25 | 292 30 NI
Lubrol 2 0.7 ND ND - NI
Triton X-100 1.4 0.5 | 0.2-09 | ND - NI
Tween 20 2 0.5 0.059 ND - NI
DOC 2 0.8 2-6 414 48 A

'Relacién detergente/proteina. “Concentracién micelar critica. ND; No determinado. Z;
zwitteridnico. NI; No-idnico. A; anidnico.

VIILY Tratamiento térmico de la D-iLDH y L-iLDH

Las mitocondrias solubilizadas se calentaron en un bafio con agitacién a
distintas temperaturas: 40, 55, 60 y 65°C a distintos tiempos: 30, 45, 50, 60 y 90 min,
en presencia de 10 mM de oxalato como ligando para darle estabilidad a la enzima
(Jasso-Chavez y cols., 2001). Después se centrifugdé a 12000 xg durante 10 min y se
recuperd el sobrenadante, se midi6 la actividad de D- y L-iLDH, como ya se ha

descrito previamente.

VIIL.10 Purificacién de la D-iLDH

Todos los pasos para la purificacion se realizarén a 4°C. Las mitocondrias
aisladas de E. gracilis fueron diluidas 15-20 mg/mL, en buffer HE. El chaps fue
adicionado lentamente hasta alcanzar una relacion detergente/proteina de 0.7. La
mezcla fue agitada fuertemente durante 5 min, después se centrigugé a 20,000 xg
por 20 min. El sobrenadante se incub6 a 60°C por 45 min en presencia de 10 mM de
oxalato y se centrifugé a 14,000 xg por 10 min. La fraccién soluble se mezclé con
50% (v/v) de glicerol y se guard6 a -70°C. En estas condiciones, la enzima conservo
el 70% de la actividad hasta por un mes. Las etapas de purificacién de la D-iLDH
fueron monitoreadas por la medicién de la actividad (previamente descrito) y por
SDS-PAGE.
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VIIL.11 Peso molecular de la D-iLDH y L-iLDH

El peso molecular de la D- y L-iLDH se determino por geles desnaturalizantes
con SDS, (el gel separador contenia: 2.5 mL Acrilamida al 30%; 1.7 mL Tris 2 M a pH
8.8; 75 pL SDS al 10%; 3.2 mL agua destilada; 3.8 pL TEMED; y 38 uL APS 10%. El
gel concentrador contenia: 415 pL Acrilamida al 30%; 250 pL tris 1 M pH 6.8; 25 pL
SDS al 10%; 1.8 mL agua destilada; 1.8 pL TEMED; 18 uL APS al 10%). esto se
hizo mezclando 30 pg de proteina con el buffer de Laemmli (10% (v/iv) de B-
mercaptoetanol, 4% (p/v) de SDS, 20% (v/v) de glicerol, 0.005% (p/v) de azul de
bromofenol, en 125 mM de Tris-HCI pH 6.8). Esta mezcla fue hervida durante 5 min y
se cargd en un gel de acrilamida al 10%, el cual se corrié durante 1 hora a 125 V en
una camara Power-Pac 300 de Bio-Rad. El gel se tifio con una solucién de azul
brillante de Coomassie al 0.2% (p/v), 50% de (v/v) etanol y 10% (v/v) de &acido
acético, durante 45 min. Después el gel se destifio con una soluciéon de
metanol:acido acético:agua (5:1:4), durante 1 hora.

Para determinar la actividad de la D- y L-iLDH por electroforésis en gel de
poliacrilamida, no se les adicioné SDS ni B-mercaptoetanol. Se mezclé 30 pg de
proteina con el buffer de Laemmili (sin SDS) y se cargd en el gel, el cual se corrié
durante 4 horas a 175 V, en un bafio de hielo. La actividad de la D- y L-iLDH fue
detectada incubando al gel con 5 uM PMS, 10 pM de NBT y 0.5 mM de D-lactato

durante 10 min. La reaccion se paré con lavados de agua destilada.

VIIL12 |dentificacion del cofactor para la D-iLDH

Para conocer la naturaleza del cofactor de la D-iLDH, se tomaron 400ug de
enzima aislada y se incubé durante 15 min con acido tricloroacético (TCA) al 10% a
4°C, para extraer la flavina, esta mezcla se centrifugo a 14000 x g por 10 min y se
recuperd el sobrenadante. La naturaleza de la flavina se identifico utilizando
estandares de FAD y FMN los cuales se inyectaron en el HPLC usando una columna
C18 de fase reversa con una longitud de 4.6 x 250 mm, un poro de 5um y un flujo de
1mL/min. El gradiente que se uso fue de 95% de acetonitrilo (ACN) en 0.1% de acido
trifluoroacético (TFA) a 5% de TFA y se detecté a 360 y 450 nm. Los estandares
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fueron sometidos a las mismas condiciones acidas que la muestra y se utilizé un
coeficiente de extincion molar de 12 mM™ cm™ (Barquera y cols., 2004).

VIIL.13 Inhibicién de la D-iLDH y L-iLDH por DPI

El difenileneiodonio (DPI) es un inhibidor especifico de flavoproteinas, el cual
se une de forma irreversible a la flavina. Para el ensayo de D-iLDH se hizo con la
enzima aislada y para la L-iLDH se realizé en mitocondrias aisladas. En una celda se
adicionaron 30 pg de enzima y en los dos casos se incubaron en presencia de 0.5
mM D- o L-lactato (para mantener a la enzima reducida) en un buffer previamente
burbujeado con N durante 30 min. mas las distintas concentraciones de DPI a un pH
de 8, la mezcla se aire6 con N, por 10 min, para evitar un minimo de reaccién
espuria entre le DPI y el O, del medio. La actividad se midié con 0.3 mM de DCPIP y

la reaccion se inicié con 30 mM D- o L-lactato.

VIIIL.14 Determinacion de la oligomerizacion de la D-iLDH

La estructura cuaternaria de la D-iLDH se determindé por cromatografia de
exclusion molecular pasando 3 mg de enzima a través de una columna Sephacryl
HS-200 (1.7 x 56 cm) con flujo de 0.66 mL/min en un buffer que contenia HEPES 10
mM a pH de 7 y se calcul6 el coeficiente de distribucion (Kav) de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

Kav = Ve-Vo/ Vt-Vo

donde:

Ve= volumen de elusion (volumen al cual sale la proteina)

Vo= volumen vacio (volumen que hay afuera de las esferas en la columna)

Vt= volumen total (volumen total de la columna)

La columna fue calibrada con los siguientes estandares de peso molecular:
(Pharmacia): azul dextran (2X10° daltones), ferritina de bazo de caballo (440 kDa)
catalasa de higado de bovino (232 kDa), aldolasa de musculo de conejo (158 kDa),
albumina sérica de bovino (66 kDa), quimiotripsinogeno A de pancreas de bovino (25
kDa), ribonucleasa A de pancreas de bovino (13.7 kDa) y vitamina B12 (1.7 kDa). El
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volumen de elusion de la D-iLDH se determiné midiendo el cambio de absorbancia y
la actividad enzimatica de cada fraccion. Asi, se graficéd el logaritmo del peso

molecular de distintas proteinas marcadoras contra el coeficiente de distribucion para
obtener una curva patrén.
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IX. RESULTADOS

IX.1 Curva de crecimiento

Previamente, en nuestro laboratorio se determiné que el medio de cultivo en el
cual la expresion de D- y L-iLDH es mayor, es aquel que contenia glutamato-malato
(medio Hutner) como fuente de carbono (Jasso-Chavez y Moreno-Sanchez, 2003),
por lo cual nosotros decidimos utilizar este medio para el crecimiento de E. gracilis.

La curva de crecimiento de E. gracilis fue de tipo sigmoidal y la densidad
celular fue muy similar a lo ya reportado por nuestro laboratorio (Jasso-Chavez y
Moreno-Sanchez, 2003). En la figura 1 se aprecia la fase de latencia, logaritmica y
estacionaria; fue en ésta (90-94 h) donde se cosecharon las células ya que se
encuentra la mayor densidad celular para el aislamiento de las mitocondrias.
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Figura 1. Curva de crecimiento de E. gracilis. E| inoculo inicial fue de 0.2X10°
células/mL y la fuente de carbono fue glutamato-malato. I fase de latencia (0-18h), II fase
logaritmica (18-70h), III fase estacionaria (70-100h).
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IX.2 Aislamiento de mitocondrias

Se ha determinado que las mitocondrias aisladas de E. gracilis oxidan una
gran variedad de metabolitos y que son capaces de sintetizar ATP (Uribe y Moreno-
Sanchez, 1992; Moreno-Sanchez y cols., 2000). En nuestro trabajo no se aislaron
mitocondrias acopladas ya que la sonicacion fue mas estricta con respecto a lo
reportado con la finalidad de obtener mayor cantidad de proteina mitocondrial.
Ademas, nosotros no adicionamos albimina (la cual es un buen quelante de acidos
grasos libres que podrian actuar como desacoplantes), debido a que podria interferir
con la identificacion de nuestra proteina (de acuerdo a lo reportado en bacterias la D-
iLDH pesa aprox. 60-66 kDa). A pesar de esto, nuestras mitocondrias mostraron que
el consumo de oxigeno con D- y L-lactato y cyt ¢ oxidasa fue similar al reportado
(Uribe y Moreno-Sanchez,, 1992; Jasso-Chavez y cols., 2001). Las actividades de
deshidrogenasas midiendo directamente la desaparicion de DCPIP fueron similares
que nuestro grupo de trabajo habia reportado anteriormente (Jasso-Chavez y cols.,
2001) (Tabla 1).

Tabla 1. Actividades enzimaticas de la D-iLDH y L-iLDH y cyt ¢ oxidasa

de E. gracilis en mitocondrias aisladas

) +10mM | + 10 mM ) +10mM
natO/min nmoles DCPIP/min
oxalato azida oxalato
*mg prot. *mg prot. -
% inhib % inhib % inhib
D-Lactato 340 97 100 233 95
L-Lactato 230 91 100 276 80
TMPD 450 97 100 -— -
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IX.3 Efecto del pH sobre la actividad de la L-iLDH

Debido a que uno de nuestros objetivos fue purificar a la L-iLDH y se ha
reportado que esta enzima en bacterias y en E. gracilis es muy labil a la temperatura
y al extraerla de la membrana (Edwin y Gotshlich, 1793; Allison y cols., 1985; Jasso-
Chavez y cols., 2001), nosotros nos abocamos a establecer las condiciones 6ptimas
de pH de actividad y estabilidad de la L-iLDH en mitocondrias aisladas de Euglena.
Determinamos que el pH 6ptimo de actividad fue de 8 (Figura 2) y el pH 6ptimo de
estabilidad fue de 8.5-9 hasta por 50 minutos (Figura 3), lo que sugiere la
participacion de un aminodacido basico en la catélisis y una carga neta positiva de la
proteina.
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Figura 2. Determinacién del pH optimo de actividad de la L-iLDH
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Figura 3. Determinacion de la estabilidad a distintos pHs de la L-iLDH de E.
gracilis. Las mitocondrias se incubaron por 10 min (cuadros cerrados) a los pHs indicados y
la actividad se determiné a pH de 8. Los datos mostrados son el promedio + E.S. de 4
experimentos. El inserto muestra la actividad a mayores tiempos de incubacién a pH de 8
(cuadros abiertos), pH 8.5 (circulos), y pH 9 (triangulos).

IX.4 Solubilzacién de la D- iLDH y L-iLDH

Se determiné que el mejor detergente para la solubilizacién de la D-ILDH fue
el CHAPS, ya que logr6 extraer el 95% de la actividad, a una concentraciéon de 23
mM, este valor es tres veces mayor que la CMC reportada para este detergente
(reportado por el proveedor Calbiochem), por lo que estamos asegurando que la
enzima se encuentra en micelas. Otros detergentes también solubilizaron a la
enzima pero con un menor rendimiento con respecto a la actividad total (Figura 4).
Para la extraccién de la L-LDH el mejor detergente fue el Lubrol con un 60 % de

recuperacion, de este detergente solo se sabe que es no-iénico y se desconoce su
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peso molecular, por lo cual no sabemos la concentracién molar del detergente que
se utilizé. El octilglucosido (OGS) es otro detergente no-iénico que logré extraer el
- 50% de la L-LDH activa, se utilizd una concentracién de 19 mM, valor que esta
cerca de la CMC del detergente. El DOC no logré extraer a la enzima de la
membrana y el CHAPS la inhibi6 casi al 100% (Figura 4).
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Figura 4. Solubilizacién de la D-iLDH y L-iLDH de E. gracilis

IX.5 Purificacion de la D-iLDH y L-iLDH

D-iLDH. La D-iLDH se logré purificar de una forma eficiente y rapida ya que
solo consisti6 en el aislamiento de mitocondrias, la solubilizacién de las mitocondrias
con CHAPS y el tratamiento térmico (Tabla 2).

Tabla 2. Marcha de purificacion de la D-iLDH

mg totales :s(ggclz?f?ci Ac:‘i:/ri]cci;ﬁ]?gtal % rend.
nmol/min*mg prot.
Mitocondria 51+8 210 £ 82 10, 700 + 2190 100
Solubilizado 21+20 510 + 100 10, 710 + 180 100
60°C 45 min. | 1.57 £0.25 6000 + 1400 9450 + 1500 88+6
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La actividad especifica se incremento cerca de 30 veces y el por ciento de
rendimiento es muy alto con respecto a lo reportado para enzimas bacterianas. El gel
desnaturalizante mostré una sola banda de aproximadamente 62 kDa. Una fraccién
de la enzima fue cargada en un gel nativo revelado por actividad utilizando como
aceptores de electrones artificiales al NBT y PMS, este gel mostré una sola banda
cuando fue revelado con D-lactato, asi se comprobé que la enzima que purificamos

es la D-iLDH (Figura 5).

Gel SDS 10% Gel nativo 10%
1 2 3 4
¥
116kDa # = j
97 kDa £5228 1
84 kDa i

66 kDa s | D-iLDH
55 kDa g

45 kDa ‘S

36 kDa siusission

29 kDa ..
24 kDa s

Figura 5. Gel desnaturalizante SDS 10% y gel nativo 10% para la D-iLDH. Pesos
Moleculares, carril 1; Mitocondrias, carril 2; Solubilizado, carril 3; D-iLDH, carril 4. El gel
nativo se revelé con 10 mM de PMS, NBT y D-lactato durante 10 min. El % de pureza en el
gel SDS-PAGE fue del 70%.
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L-iLDH. Con respecto a la L-iLDH no se logré purificar con los pasos

empleados, ademas de que no se pudo continuar adelante debido a la inactivacion
de la enzima (Tabla 3).

Tabla 3. Marcha de purificacion de la L-iLDH

Actividad especifica | Proteina total | Actividad total
nmoles/min*mg prot. mg nmoles/min
Mitocondrias 32.8 360 11808
Solubilizado 31.2 102.6 3201
Concentrado de
Mono Q 61.8 34.2 2113
Concentrado de
Sephacryl 15.2 8.2 123
Concentrado de
Afinidad 23 2.6 61.5
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IX.6 Identificacion del cofactor de la D-iLDH

Los experimentos de cromatografia por HPLC que se realizaron para
determinar la naturaleza del cofactor de la D-iLDH mostraron que tal como se ha
reportado (Barquera y cols., 2004), el estandar del FAD se eluye primero que el de
FMN (19 y 20.3 min, respectivamente). De igual forma que el FAD, el tiempo de
retencion de la flavina de la D-ILDH de E. gracilis fue de 19.3 min. De acuerdo con
las especificaciones dadas por el proveedor de la columna utilizada para estos
experimentos (Altech Co.), una diferencia menor a 0.3 min en los tiempos de

retencioén son confiables para determinar que se trata de la misma molécula (Figura
6).

1.0 4.2 nmoles FMN
2.5 nmoles FAD
0 §
0.08
0.031 nmole .
oes D-iLDH
1‘93:7
0

Figura 6. Identificacion del cofactor de la D-iLDH por cromatografia (columna
C18 de fase reversa) por HPLC.
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IX.7 Inhibicién de la D-iLDH y L-iLDH por DPI

Para determinar si las dos enzimas de E. gracilis son flavoproteinas como se
ha reportado para algunas enzimas (Tew, 1993), se determino el efecto del DPI (un

inhibidor especifico de flavoproteinas) sobre la actividad de la L-iLDH (en

mitocondrias intactas) y de la D-iLDH (en la enzima aislada). Como se observa en la

figura 8, con 4 mM de DPI las actividades de D- y L-iLDH disminuyeron en 70 y 90

%, respectivamente, lo que sugiere que estas deshidrogenasas en este organismo
son flavoenzimas al igual que las iLDH bacterianas (Horikiri y cols., 2003) y que la

transferencia de electrones es en un solo paso, ya que el DPI no reacciona cuando
la flavina esta completamente reducida (Tew, 1993).
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Figura 7. Inhibicion de la D-ILDH y L-iLDH por DPI. El 100 % del control para la D-
iLDH fue de 566 nmol/min*mg prot. y para la L-iLDH de 77 nmol/min*mg prot. Para la D-y L-

iLDH las ICso fueron 1 y 0.5 mM para la respectivamente. Los datos mostrados son el

promedio de 2 experimentos.
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XI.8 Determinacion de la oligomerizacion de la D-iLDH

El volumen de elusién de la D-iLDH a través de la columna de exclusion

molécular sephadex S200 fue de 83 mL, lo que generé una Kav de 0.35 el cual se

interpol6 en la curva patrén de marcadores de peso molecular (figura 7) obteniendo

un peso molecular de 68 kDa similar al determinado en geles de SDS

desnaturalizantes, lo que sugiere que la D-iLDH de E. gracilis al igual que bacterias

es un monémero.

Vit. B12
104N, _—
] Ribonucleasa A
0.8+
@
> 0.6+ D-iLDH
X ] BSA
0.4 / Catalasa
Quimotripsinégeno A Y / Ferritina
0.2 1 /
Aldolasa‘/
Bl rar g e
1 10 100 1000

Masa molecular (kDa)

Figura 8. Determinacion de la oligomerizacion de la D-iLDH. Se utilizé una

columna Sephacryl S-200 (1.7 x 56 cm), con un flujo de 0.66 mL/min, en un Buffer HEPES
10 mM a pH 8. En materiales y métodos se describe la formula para obtener el coeficiente de
distribucién para la D-iLDH.
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IX.9 Caracterizacion cinética de la D- iLDH y L-iLDH

Aunque la L-iLDH se inactivo rapidamente (aprox. 24 h) con la ultima fraccion
que se obtuvo después de los pasos de purificacion se determinaron algunos

parametros cinéticos (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros cinéticos de la L-iLDH de E. gracilis y de bacterias

L-iLDH E. gracilis L-iLDH Bacterias
pH éptimo de actividad 8.5-9 7.5'
Km L-lactato (mM) 17 0.5'y0.72
Km DCPIP (uM) 10 -
Vmax (nmol DCPIP/min x mg) 90 300°
Km Q4 (uM) 14.3 _—
Ki oxalato (mM) 0.15 (C) 0.03' (NC)
Ko.5 Triton X-100 (%) 0.04

C; competitivo. NC; no competitivo. '; Markwell y Lascelles, 1978. % Diez-Gonzalez y cols.,
1997.

La L-iLDH de E. gracilis fue inhibida por oxalato al igual que la L-iLDH que se
encuentra en bacterias (Markwell y Lascelles, 1978). Ademas la L-iLDH de E. gracilis
fue capaz de reducir quinonas.

En la tabla 5 se muestran los pardmetros cinéticos de la D-iLDH en
mitocondrias aisladas, de la D-iLDH aislada de E. gracilis y de la D-iLDH purificada

de E. coli, para su comparacion.
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Tabla 5. Parametros cinéticos de la D-iLDH.

D-iLDH aislada

m:?::oDnl-clirei:s' de E. gracilis D-LDH E. colf

pH 6ptimo de actividad 7.3-7.6 8 8-9
Km D-lactato (mM) 27+03 2.0£0.8 1.0
Km DCPIP (uM) 35£10 10 —_—

Vm (nmol DCPIP/min x mg) 268+31 60001400 15,000
Km Q1 (uM) 417 8.1 8.5
Vm (nmol Q1/min x mg) 427435 7000 —
Km TCHQ (uM) 21 21 -
Vm (nmol TCHQ/min x mg) 1480 1480 —
Ki oxalato (mM) 0.09+0.01 (M) 0.14 (M) 0.001

Ki L-lactato (mM) 19 (C) 10 (M) 16 (S)

C; inhibicién competitiva. M; inhibicién mixta. S; como substrato. 'Jasso-Chavez y

cols. 2Futai, 1973.

Los parametros cinéticos de la D-iLDH de E. gracilis fueron muy similares a

los reportados para la enzima de E. coli., en los que destaca la capacidad de reducir

quinonas. Los parametros cinéticos de la D-iLDH en mitocondrias aisladas no

cambiaron significativamente con respecto a los determinados en la enzima aislada

de E. gracilis.
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X. DISCUSION

Las mitocondrias del protista de vida libre E. gracilis oxidan una gran variedad
de sustratos, incluyendo succinato, 2-oxoglutarato, glutamato, malato, NADH externo
y otros metabolitos como son succinato semialdehido, acido y-amino-butirico y
lactato, no comunmente usados por otro tipo de mitocondrias (Buetow, 1989).

El metabolismo del lactato en E. gracilis es muy semejante al que se
encuentra en bacterias; ya que en estos organismos la oxidacion de lactato esta
asociada con la cadena respiratoria y las enzimas que llevan acabo dicha reaccion
se encuentran unidas a la membrana (Ingledew y Poole, 1984; Kohn y Kaback,
1973).

En este trabajo se realizé una curva de crecimiento celular de E. gracilis con la
finalidad de determinar el tiempo en el cual se encuentra la mayor densidad celular
para que posteriormente se aislaran las mitocondrias; las células fueron cosechadas
a las 96 horas de cultivo en este punto de la curva empieza la fase estacionaria por
lo tanto hay una mayor densidad celular, esto nos permite obtener un buen
rendimiento en el aislamiento de mitocondrias, ademas de que hay un 90% de
células viables; si el tiempo pasa de las 100 horas de cultivo las células empiezan a
enquistarse disminuyendo la cantidad de mitocondrias.

La técnica de aislamiento de mitocondrias utilizada tuvo algunas
modificaciones con respecto a lo reportado por Moreno-Sanchez y cols., 2000. En
nuestro caso no utilizamos albimina ya que podria interferir con la identificacién de
nuestra proteina con respecto al peso molecular; de acuerdo a lo reportado en
bacterias, la D-ILDH pesa aprox. 60-66 kDa. Tampoco aislamos mitocondrias
acopladas por que la sonicacion fue mas estricta con respecto a lo reportado; con la
finalidad de obtener mayor cantidad de proteina mitocondrial. Sin embargo, las
mitocondrias obtenidas fueron capaces de oxidar lactato por medio de la D- o L-iLDH
ya que el consumo de O, fue sensible a oxalato y azida, lo que indica que estuvo
acoplado a la cadena respiratoria, lo que sugiere que se obtuvo un buen aislamiento
de mitocondrias. La inhibicién del consumo de oxigeno por la adicion de 2 mM de

azida sugiere una inhibicion del complejo IV cuya actividad se determiné por la
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adicion de TMPD y acido ascoérbico respectivamente. La presencia de actividad del
complejo IV también fue un indicador de que se aislaron mitocondrias.

Con respecto al efecto del pH sobre la actividad de la L-iLDH en mitocondrias
aisladas de E. gracilis se sugiere la participacion de un aminoacido basico en la
catdlisis y una carga neta positiva de la proteina ya que el pH 6ptimo de actividad fue
de 8, mientras que el pH de estabilidad fue de 8.5. En la D-iLDH el pH éptimo de
actividad habia sido determinado en mitocondrias aisladas de E. gracilis por nuestro
grupo de trabajo (Jasso-Chavez y cols., 2001), el cual es de 7.6. En este trabajo
nosotros determinamos que el pH éptimo de actividad en la enzima aislada fue de 8
(datos no mostrados). Estas similitudes proponen que la D- y L-iLDH pueden tener
involucrados aminoacidos semejantes en la catdlisis. Se ha reportado que el pH de
actividad de la D- y L-iLDH en bacterias va de 5 a 9 (Garvie, 1980), las enzimas que
se encuentran en E. gracilis estan dentro de este intervalo.

Al tratar a las mitocondrias de E. gracilis con detergentes, hubo una
solubilizacién del 95 y 60% de la D- y L-iLDH con CHAPS y Lubrol, respectivamente,
. aunque hubo otros detergentes que también solubilizaron a las dos enzimas pero
con un menor rendimiento. Asi, la solubilizacion de las enzimas pareciera no
depender tanto de la carga del detergente, si no de la estructura quimica de la
molécula que proporcione un mejor ambiente a la enzima para una mayor
estabilidad.

Con los pasos de purificacion empleados, no se logré purificar a la L-iLDH y
no se pudo continuar adelante debido a la inactivacion de la enzima. Los pasos
utilizados en la purificacion de la L-iLDH no ayudaron a aislar a la enzima, el
tratamiento térmico inactivo rapidamente a la L-iLDH; la cromatografia de
intercambio i6nico y de afinidad tampoco ayud6 a la purificacién ya que la actividad
especifica y el rendimiento con respecto a la actividad total fueron bajas, ademas de
que los geles desnaturalizantes SDS mostraron una gran cantidad de bandas. Con la
fraccion concentrada que se obtuvo de la cromatografia de afinidad se determinaron
varios parametros cinéticos; el punto que se tiene que resaltar es que la enzima si

fue capaz de reducir quinonas, lo cual nos dice que la L-iLDH de E. gracilis lleva
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acabo la misma funcioén que en bacterias; se ha reportado las enzimas de E. coli
pueden ceder los electrones directamente a la ubiquinona (Ingledew y Poole, 1984).

Debido a las propiedades termorresistentes que presenta la D-iLDH se logré
purificar rdpidamente con tres pasos: aislamiento de mitocondrias, solubilizacion con
detergentes y tratamiento térmico. La capacidad de la D-iLDH aislada para reducir
quinonas de alto potencial como la Q1 y de bajo potencial como la TCHQ, sugiere
que fisiolégicamente la UQ9 y RQ9 que son quinonas endégenas de alto y bajo
" potencial en E. gracilis, podrian ser ambas sustratos de ambas iLDH.

En bacterias, el L-lactato es también un sustrato para la D-iLDH, aunque con
muy poca actividad y afinidad comparandolo con D-lactato, en cambio la D-iLDH de
E. gracilis fue inhibida por L-lactato con una Ki de 10 mM, lo que sugiere que este
metabolito podria estar inhibiendo la actividad de la D-iLDH en E. gracilis, ya que se
ha reportado que en E. gracilis la concentracion de L-lactato intracelular en el tiempo
que nosotros cosechamos es de 20 mM (Jasso-Chavez y cols., 2001).

_ Con respecto al piruvato se utilizaron concentraciones de 20 mM y s6lo inhibié
el 22% de la actividad de la D-iLDH. En E. gracilis se ha reportado que la
concentracién intracelular de piruvato es de 0.5 mM por lo cual no existe una
inhibicién por producto en este organismo.

Con la D-LDH aislada se demostr6 que la enzima es un flavoproteina y se
definié el grupo que contiene por medio de HPLC el cual fue FAD, al igual a lo que
se ha reportado para la D-ILDH que se encuentra en bacterias (Garvie, 1980),
ademas, la actividad de la D-iLDH de E. gracilis fue inhibida por el DPI, como ya se
menciond este compuesto es un inhibidor especifico de flavoproteinas.

La inhibicién por DPI sugiere que la enzima en efecto es una flavoproteina al
igual que las enzimas que se encuentran en bacterias; ya que se inhibi6 la actividad
de la L-iILDH en mitocondrias de E. gracilis hasta en un 90% con respecto a su
actividad inicial. Lo que nos sugiere que las dos enzimas son flavoproteinas, ademas
que la transferencia de electrones es secuencial, ya que el DPI solo reacciona con

flavoproteinas que transfieren los electrones de uno en uno.
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Por ultimo, se determin6é el peso molécular y la oligomerizaciéon de la enzima
por exclusién molécular, el peso molécular de la enzima fue de 68 kDa siendo un
monoémero al igual que se ha reportado para bacterias.
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XI. CONCLUSIONES

La similitud que existe entre las iLDH que se encuentran en las bacterias y en
las mitocondrias de E. gracilis en cuanto a la afinidad por quinonas, su localizacién
en la membrana, asi como el que formen parte de la cadena respiratoria, sugiere que
estas enzimas tienen un origen en comun; ya que E. gracilis es uno de los
organismos mas primitivos con mitocondrias que posee D- y L-iLDH con las mismas
caracteristicas que las de bacterias (Garvie, 1980).

Es esencial para nosotros conocer molecular y estructuralmente a las iLDH de
Euglena gracilis, ya que estas enzimas forman parte de la lanzadera de lactato y
estan involucradas en la bioenergética de este organismo.
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