€5Fuy  UNIVERSIDAD NACIONAL UN
el = AUTONOMA DE MEXICO POSGR
. : L4

Facultad de Quimica
Programa de Maestria y Doctorado

en Ciencias Bioquimicas

- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE L0OS
COMPONENTES RESISTENTES A CIANURO Y
ANTIMICINA DE LA CADENA RESPIRATORIA DE

Euglena gracilis

T E S 1 S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS@?MM
P R E S E N T A .

Q.F.B. NORMA ANGEL!C{CASTRO GUERRERO

2002

MEXICO, D. F.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



oo

JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE
VOCAL
SECRETARIO
SUPLENTE
SUPLENTE

Esta tesis se desarrcllé en el Departamento de Bioguimica del Instituto

Dra. Irma Bernal Lugo

Dr. Edgardo Escamifla Marvan
br. Juan Pablo Pardo Vazguez
Dra. Marina Gavilanes Ruiz
Dr. Federico Martinez Montes

Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

ASESOR DEL TEMA

Dr. Rafael Moreno Sanchez

SUSTENTANTE

Q.F.B. Norma Angélica Castro Guerrerc



RESUMEN

Se ha propuesto un modelo de cadena respiratoria en Euglena gracilis, en el cual existen
dos componentes respiratorios alternos, uno resistente a antimicina que cataliza una
reaccion similar a la del bcy y otro resistente a cianuro (quinol oxidasa alterna) que reduce
al oxigeno directamente a partir de la poza de quinonas. Los datos sugieren que el
companente resistente a anlimicina (by-pass) tiene una especificidad y/ o afinidad diferente
a las guinonas con respecto al hey. La quinol oxidasa alterna muestra una sensibilidad
hacia compuestos que inhiben a las reportadas en plantas, sugiriendo que éstas y la
e-ncontrada en Euglena son de la misma naturaleza. La actividad de citocromo ¢ reductasa
se encontré disminuida en mitocondrias de células cultivadas en presencia de inhibidores
respiratorios (cepa antimicina y cepa cianure), aunque en la ¢cepa antimicina se detectd un
aumento relativo de la actividad de by-pass con respecto a la det bey, La actividad de
citocromo ¢ reductasa, en membranas libres de guinonas endégenas, fue menos sensible
a inhibidores utilizando quinonas exdgenas, debido posiblemente al tratamiento de
congelacion, liofilizacion y extraccion con solventes al que fueron expuestas. Ademas, en
estas membranas el cianuro inhibié por completo la respiracion, indicando.inactivacion o
degradacion de la quinol oxidasa alterna. Por cromatografia liquida de alta presion de
exiractos quindlicos provenientes de estas cepas, se encontraron diferencias en el
cotenido de ubiquinona- 9 y redoguinona- 9, identificadas con- base en tiempos de
retencién de quinonas conocidas y por espectros de absorcidn de muestras obtenidas por
cromatografia en capa fina. La relacion RG- 9/ UQ- 9 aumentd significativamente en las
cepas antimicina y cianuro, sugiriendo que la RQ- 9 esta presente preferentemente durante
la transferencia de electrones a través de los componentes alternos, principalmente
cuando el by-pass estd involucrado. Ademas hay un aumento en el contenido total de
quinonas y lipidos en la cepa cianuro.

El reconocimiento de una banda proteica en inmunoréplicas utilizando un anticuerpo
dirigido contra la oxidasa alterna de Chlamydomonas indica gue la actividad resistente a
cianuro en Euglena se debe a una oxidasa alterna similar a la reportada para plantas,

algas y otros microorganismos.
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INTRODUCCION

CADENAS RESPIRATORIAS ALTERNAS

Las plantas, bacterias y otros organismos como algas, hongos y protistas poseen
una cadena respiratoria compleja donde, ademas de las enzimas respiratorias
como las descritas en mitocondrias de mamiferos, existen componentes
resistentes a inhibidores especificos de los complejos respiratorios clasicos que
catalizan reacciones alternas (Fig. 1).

La clasificacion de estas enzimas se ha realizado con base en sus propiedades
fosforilativas o no fosforilativas y su sensibilidad a ciertos compuestos como
acidos hidroxamicos, asi como en las regiones de aminodcidos altamente
conservadas que se conocen principalmente en plantas.

El uso de inhibidores especificos para los componentes alternos y clasicos, ha
permitido el estudio de las actividades respiratorias relativas de cada una de estas
vias en diferentes condiciones (Stewart ef al., 1990; Wagner, 1995; Millenaar et al,
2001).

OXIDASA ALTERNA (AGX) EN PLANTA

Desde 1929 se encontrd la presencia de una actividad respiratoria resistente a
cianuro en céiulas o tejidos de plantas, relacionada con una disminucion en el

rendimiento energético de la célula y un aumento en la produccion de calor.
Funcién

La reaccion catalizada por la AOX involucra la oxidacion del quinol para reducir al
oxigeno directamente sin la translocacion de protones, liberando la energia como
calor (Siedow ef af., 1995; Moare et a/., 1681), Se ha relacionado la actividad de
esta enzima con procesos de termogenesis y polinizacion (Meeuse et al., 1975} en

la familia Araceae en la que el tejido puede alcanzar hasta 15 °C mas que la



temperatura ambiente permitiendo la volatilizacién de compuestos olorosos que

atraen a los insectos.

NADH NAD'

Oxidasa
alterna

%20, H0

NADH NAD' succinato

Fig. 1 Cadena respiratoria de plantas. DH: deshidrogenasa, QH,: quinal, Q: quincna.

La ubicuidad de esta enzima en plantas y otros organismos no termogénicos
sugiere que estas enzimas poseen ofras funciones en procesos de destoxificacion
y esltrés oxidative (estrés osmdlico, refrigeracion, congelacion). En estas
condiciones se induce la actividad de la ACX (Purvis ef al., 1993; Ribas Carbo ef
al. 2000), y en consecuencia se mantiene un flujo electronico que permite la
formacion de intermediarios producidos durante el ciclo de Krebs (Wagner et al,,
1997) v el bombeo de protones por el sitio 1 (NADH deshidrogenasa).

Uno de los grandes problemas de los organismos aerdbicos es gue al saturarse o
bloquear la wvia cldsica hay produccién de especies reactivas de oxigeno

principalmente en el sitio lll. La via alterna, que es inducida a bajas temperaturas
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en algunas plantas, participa en estos procesos, reduciendo el nivel de superoxido
generado en la mitocondria, disminuyendo asi el dafio por estrés oxidativo
{Stewart ef al,, 1990, Wagner, 1995, Maxwell et al., 1999).

Se propone que la AOX participa en este proceso para mantener el nivel redox del
ubiquinol. Al tener dos sitios de unidn para el oxigeno y requerir la transferencia de
4 electrones por atomo de oxigeno (Purvis et af., 1993; Popov ef al,, 1997), la ADX
puede funcionar eficientemente para drenar equivalentes reductores.

Se ha sugerido que la via alterna funciona sola cuando la carga de energia celular
es alta o cuando se pierde el balance entre et suministro de carbohidratos y la
necesidad de elios para el crecimiento estructural, la produccion de energia, el
almacenamiento y la osmoregulaciéon ( Elthon ef af,, 1989).

Una sefial mas directa de activacion de la AOX, ha sido el nivel de reduccion de la
poza de quinonas, ya gue se ha encontrado una relacidn entre la actividad de
oxidasa alterna y el nivel de reduccion, cuando éste es mayor del 30% (Wagner ef
al., 1997). Sin embargo, estudios recientes (Millenaar et al., 2001) han mostrado
que no hay una relacion directa en estos pardmetros, y si una relacion conjugada

de varios factores con respeto a esta actividad.

Caracteristicas generales y estructura

En 1978 se logro la solubilizacion de una oxidasa en Arum maculatum a la que se
le atribuyd esta actividad respiratoria alierna y a la que se denoming oxidasa
alterna {AOX). Sin embargo, su inestabilidad impidié realizar un estudio mas
extenso sobre sus propiedades cinéticas y estructurales {Sulse et al., 1998). Por
pruebas de inmunoréplicas se han encontrado entidades proteicas de la AOX de
32, 34 y 36 kDa en Arum maculatum (Sulse ef a/,, 1998). En 1986 se produjo un
anticuerpc monoclonal dirigido contra las formas inducibles de proteina en la
planta Sauromatum gutiatum, responsables de la actividad resistente a cianuro
{Elthon ef al., 1989).

La cantidad de esta enzima varia entre especies vy tejidos, aungue en general se

encuentra que la cantidad y la actividad son mayores en tejidos verdes.



Con este anticuerpe se identificaron a numerosas AQOX en una gran variedad de
plantas (Day ef af, 1995; Siedow ot al, 1995, Siedow et al. 2000}, hongos
{(Lambowitz ef al, 1989), Wipanosomas (Clarkson et al, 1989) y amibas
(Jarmuszkiewicz ef al., 1997).

La secuencia de aminoacidos se ha deducido de! ¢cDNA la cual posee un péptido
sefial en fa region N- terminal, que se pierde una vez que la proteing ha sido
importada a la mitocondria. La masa molecular de la proteina madura en
Suromatum guttatum ha sido calculada en 32.2 kDa y contiene 283 aminoacidos.
Se ha aislado un ¢DNA y dos diferentes genes que codifican a la AOX,
conduciendo a una secuencia {Rhoads ef al, 1991} y a un modelaje estructural
{Day et al., 1995; Siedow et al,, 1995; Moore, ef. al., 1995, Siedow ef al., 2000).
La enzima estd conformada por un centro de reaccién con un nucleo bi-férrico y
diferentes hélices que por sus caracteristicas parecen formar una proteina
transmembranal (Siedow ef al., 1995; Andersson ef al., 1999}

Por andlisis de hidropatia se han encontrado caracteristicas conservadas que
indican dos regiones hidrofobicas con caracter de a-hélices y aminoacidos
altamente conservados que se proponen forman parte de hélices que atraviesan la
membrana. Estas regiones estan separadas por aproximadamente 40
aminpacidos incluyendo una hélice anfipatica probablemente expuesta al espacio
intermembranal, y dos regiones hidrofilicas de aproximadamente 100 aminoacidos
en ambos extremos terminales con pequefias regiones altamente conservadas en
el extremo C- terminal. Ha surgido otra propuesta en donde la enzima no es
transmembranal; sin embargo, en este modelo, la regidn sugerida para &l espacio
intermembranal esta del mismo lado que los centras de reaccion y los extremos
terminales, ya que al parecer esta secuencia es imporiante para la catélisis (Moore
ef al, 2000} (Fig. 2). Se ha encontrado que las regiones no conservadas
corresponden principalmente a partes del gen gue codifican para peptidos de
dimerizacion y sitios de regulacion (Berthold ef al., 1999).

En mitocondrias de Acanthamoeba castelanii se encuentra una reaccién cruzada

con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la AOX de Sauromatum gutatum.



Se revelaron 3 formas monoméricas (38, 35 y 32 kDa), ademas de una forma
dimérica de 85 kDa aungue en mucho menor cantidad, indicando que en esta

amiba el mondmero es la forma activa (Jarmuszkiewics ef af., 1997).

B Ms

M3

5]

Fig. 2 Modelos propuestos de la AQX de plantas; modelo A: proteina transmembranai,

modelo B: proteina no transmembranal.

Las AOX son particularmente sensibles a algunos compuestos como acidos
hidroxamicos (Schonbaum et al., 1971), disulfiram (Grover ef al., 1978), n-propil
galato (Siedow et al.,, 1980) y difenilamina (Baker et al., 1963). De esta manera ia
respiracion resistente a cianuro y sensible a estos compuestos es dtil en el

diaghostico de |a actividad de oxidasa alterna tipo planta.
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Sitio activo

Se ha sugerido que un metal de transicion forma parte del sitio catalitico de la
enzima. Al parecer, es el fierro el metal involucrado debido a experimentos que
han mostrado en Hansenufa anomala que la ausencia de fierro da lugar a una
enzima de 36 kDa inactiva, Ia cual recupera su actividad una vez que se adiciona
hierro al medio de cultivo (Minagawa ef al., 1990). Ademas, se han encontrado dos
copias de un motivo conservado que une fierro, por lo gue se ha propuesto una

similitud de esta enzima con las metanc monooxigenasas (Wagner et ai., 1998},
Regulacion

El incremento en la canfidad de la proteina de 35 kDa esta acompanado de un
incremento en {a actividad resistente a cianuro en Acanthamoeba casielanii
(Jarmuszkiewics et al., 1997). También se ha observado esta relacidén en Pefunia
hibrida, donde al parecer, el peréxide es un segundo mensajero que induce la
expresion genética de la AQX (Wagner 1995).

El estrés y la inhibicion de la via de los citocromos en plantas resultan en un
incremento en la cantidad y actividad de AOX, (Stewart ef a!., 1990) y tambien se
ha encontrado un aumento en el transcrito del gen AOX1 que codifica a la especie
activa, aungue se ha encontrado en algunos tejidos y organismos gue en ausencia
de algun estrés, su actividad es muy alta (lfo et af., 1997).

Se han encontrado residucs de aminoacides importantes para fa activacion de la
enzima y que participan en la dimerizacién, {a cual parece ser la forma activa de la
enzima en plantas (lto ef al., 1997, Jarmuszkiewics ef al., 1997}

La AOX en plantas es una enzima dimérica, donde €l estado de reduccion y
oxidacién de la cisteina 78, regula su actividad (Umbach ef al., 1993; Rhoads et
al., 1998). Otro mecanisme de activacion involucra a los a-cetoacidos,
principalmente piruvato (Day ef al, 1995) que activan a la AOX formando un
tiohemiacetal {Umbach et al.,, 1996) cuando la cisteina esta reducida (Ribas Carbo

el al, 1997).



CADENAS RESPIRATORIAS EN LEVADURAS

En levaduras fambién se han encontrado componentes similares a las oxidasas
alternas.presentes en plantas. Particularmente, Candida parasilopsis exhibe una
cadena respiratoria compleja en fa que participa una cadena clasica y otra alterna
insensible a antimicina pero inhibible por amital, SHAM o mixotiazol a
concentraciones mas altas de las udtilizadas para inhibir enzimas en otros
organismos (Guerin ef al., 1994).

Algunos de los compoenentes de la cadena alterna en esfa levadura han sido
caracterizados: dos deshidrogenasas especificas para NADH y NADPH, dos
citocromes ¢ con potenciales redox diferentes (180 y 280 mV), una oxidasa alterna
con un maximo de absorbencia a 590 nm y la presencia de bajas cantidades de
una quinona diferente a la ubiquinona 9, que no ha sido completamente
identificada, presente en esta levadura. (Guerin ef al.,, 1994},

Titulaciones de la oxidacion de NADH con diferentes concentraciones de
mixotiazol revelarcn dos componentes de unién para quinonas, sugiriendo que hay
dos proteinas involucradas en la unidon de quinonas o 2 sitios con diferente
afinidad en la misma proteina. (Guerin ef al., 1994).

En el resto de microorganismos en fos que se ha reportado la presencia de estas
vias alternas se ha encontrado gue ramifican a nivel de |a poza de quinonas. En
Candida parasilopsis existe una regulacion diferente del flujo electranico entre las
dos vias; se proponé que en este organismo la actividad de 1a via alterna no
depende solo del estado redox de la poza de quinonas, sino de! tipo de quinona
(Guerin ef af., 1984),

Se ha logrado expresar ta AOX de planta en levadura. Albury ef al. ctonaron el gen
de la oxidasa alterna de Sauromatum guttatum en Schizosaccharomyces pombe,
logrando identificar la presencia de actividad respiratoria resistente a cianurc y
sensible a octil-galato. Esta actividad no fue estimulada en presencia de piruvato,
el cual activa la especie dimérica en plantas, sugiriendo que la expresion de un
polipéptido es suficiente para expresar actividad alterna, es decir, la proteina en su

estado monomérico puede ser activa (Albury et al., 1996).



Se ha sugerido que otro citocromo tipo b participa en la cadena respiratoria,
reduciendo a cualguiera de los citocromos ¢ presentes en Candida (A y B), sin
bombear protones, aunque no existen datos que indiqguen una afinidad o
especificidad diferente entre éste y el complejo HI {Guerin ef al., 1994) (Fig. 3).
Este componente fue evidenciade al observar que el porcentaje de citocromo b
reducido con antimicina incrementa al adicionar SHAM sugiriendo la presencia de

un citocromeo de este tipo en la via alterna.

[ citocromo ¢ |

citocromo ¢ O,
oxidasa
.NADH? Q citocromo tipo & citocromo gHgO
NAD' alterno c A
NADPH ) O
= s B e
NADP* complejo citocroma alterna
hes ¢ B e 20

Fig. 3 Cadena respiratoria alterna y clasica propuesta para Candida parasilopsis. Q.

quinona, Qx: guinona X.

También se han reportado oxidasas akliernas tipo planta en hongos filamentosos
patogenos (Joseph- Horne et af., 1998; Affourtit ef al., 2000)

CADENAS RESPIRATORIAS DE PROTISTAS

Estos organismos poseen generalmente cadenas respiratorias complejas que
poseen una quinol oxidasa alterna, similar a la reportada para plantas, aungue con
caracteristicas particulares como la activacién por nucledsidos monofosfatados y
evidencia de la participacion de otra enzima alterna, ademas de una fumarato
reductasa {Covian, 2000} (Fig. 4). _

Los tripanosomatidos poseen un metabalismo en el cual durante la adicion de
CO;, los productos finales como piruvato, succinato y acetato, son excretados.
Existen diferencias en los productos finaies excretados, en diferentes estadios y
en diferentes especies. En la presencia de oxigeno, todos poseen un

metabolisme en el cual et NADH es oxidado en |la cadena respiratoria.



Cuando estan en el torrente sanguineo, Phytomonas sp. y Tripanosoma bricei
oxidan al NADH con una ubiquinol- oxigeno oxidoreductasa sensible a SHAM.
Recientemente se ha mostrado que esta oxidasa alternativa es homoioga a las
oxidasas alternativas tipo planta, ya que se ha encontrado un gen que codifica
una oxidasa alterna (Van Hellemond ef af, 1998) cuya estructura primaria es
similar a la presente en muchas plantas (Siedow ef al, 1995), en Neurospora

crassa y en Hansenula anomala (Day et al., 1995).

NADH
S=ril
NAD
Succ Ty
Fum 4 DH 02
f =
o o CIoE W
SEC pHAP
Trypanosoma brucei (forma prociclica) L efshmania spp. (promasiigotes)
NADH NADH

G3P

3 = 1 ”
NAD* T _, Hz0 g@g}* d mc H,0
T DHAR

DHAP

Trypanosoma brucei {tripomastigotes) Phytomonas sp. (promastigotes)

Fig. 4 Cadenas respiraterias en protistas. G3P: glucosa 3- fosfato, DHAP:
dihidroxiacetona fosfato, DH: deshidrogenasa, Q: quinona, AOX: oxidasa alterna, aay:

citocromo ¢ oxidasa.



CADENA RESPIRATORIA EN Euglena gracilis

En la cadena respiratoria de Fuglena gracilis existe una NADH-ubiquinona
oxidoreductasa sensible a rotenona ademas de una NADH deshidrogenssa
insensible a rotenona que no transloca protones. También se encontrd oxidacion
de succinato, sugiriendo un sitio Il, similar al descrito para cadenas respiratorias
de mamiferos (Buetow, 1989). Asimismo, posee un complejo HI atipico sensible a
antimicina y resistente a mixotiazol (Fig. 5).

La citocromo ¢ oxidasa de Euglena {Buetow ef al., 1965, Sharpless et al., 1970)
requiere ferrocitocromo c¢-ss5 especificamente como donador natural de electrones.
Esta enzima, en Euglena, contiene los citocoromos a y as, como la de mamiferos y
tiene una Km por oxigeno de 0.05 uM (Buetow, 1989). Adicionalmente, las
mitocondrias de Euglena tienen la capacidad de oxidar D- y L- lactaio poruna D-y
L- lactato deshidrogenasa independiente de piridin nucledtidos (Jasso Chavez et
al., 2001).

La oxidacidn de lactato esth acoplada a dos sitios de conservacion de energia
(Sharpless ef al., 1979), 50 a 90% de la respiracion es resistente a antimicina, por
10 que se propene que 1a transferencia de electrones con este susirato procede en
mayor medida por una ruta alternativa que salta al sitio lll y que ha sido asociado a
un citocromo tipo b (Buetow, 1989).

Moreno-Sanchez et al. (2000) han reportado que la respiracion y ta actividad de
citocromo ¢ reductasa es 45% resistente a antimicina cuando se usa L- lactato
como sustrato y es sensible a mixotiazol.

También posee una respiracion resistente a cianuro y antimicina, la cual puede ser
inducida en cultivos con etanol o medios de succinato adicionados con antimicina
(Sharpless et al., 1970, Buetow, 1989} y que no esta asociada a la produccion de
Hz0; v es estimulada con AMP (Buetow, 1989) como en las AOX de ciliados
{Doussiere ef al,, 1984) y levaduras (Vanderieyden ef al., 1980).

Buetow obtuvo resultados donde la respiracién insensible a cianure debida a la

oxidacion de succinato no esta asociada a la fosfarilacion oxidativa, proponiendo

10



la existencia de una citocromo oxidasa nueva asociada a la cadena. La Km de
esta enzima por oxigeno (3.7 uM) fue mayor que la del sitio IV (0.5uM) (Buetow,
1989).

La mitocondria de Euglena gracilis posee ubiquinona-9 y rodoquinona- ¢ (Fig. 6)
(Powls et al., 1866), esta tiltima es otra benzoguinona que forma parte del sistema
de fumarato reductasa en algunos organismos eucariontes cuando crecen en
anaerobiosis. La concentracion de ambos compuestos en presencia de oxigeno
son similares (Powls et al., 1966, Threlfall ef al., 1972). Ademas, el tratamiento de
mitocondrias aisladas con solventes organicos o la exposicion a la luz UV
ocasiona la pérdida de estos compuestos, disminuyendo la respiracién vy la
actividad de citocromo ¢ reductasa. La actividad reconstituida con
decilbenzoquinona, un andlego sintético de la ubiquinona, es sensible a antimicina
(Moreno ef af.,, 2000). Esto sugiere que {a afinidad del complejo 1l y de la quinol
citocromo ¢ oxidoreductasa insensible a antimicina por el ubiguinol y /o rodoquinol
es diferente.

La respiracion resistente a cianuro es del 10% con L- lactato como sustrato
oxidable. Se ha relacionado la presencia de un citocromo tipo b que fija monéxido
de carbono con esta actividad alterna y sin embargo no ha sido demostrado, la
cual seria similar al citocromo bo de E. coli (Sharpless et al., 1970, Devars &f al.,
1998), aungue ia sensibilidad parcial hacia compuestos descritos como inhibidores
de las AOX de plantas, las cuales son proteihas no citocrémicas y la nula
participacion de esta enzima en la fosforilacion oxidativa, no apoyan esta hipotesis
{(Moreno ef al., 2000).

Datos referentes a la secuencia de aminoacidos obtenida para las AOX de varios
organismos ha permitido una clasificacion mas cuidadosa de éstas, mostrando
que, aunque existen regiones conservadas, hay diferencias sustanciales entre
ellas , sugiriendo una estructura, asociacion y regulacion diferente (Chauduri et af.,
1998).

11
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L=y nani

by-pass
NAD' d dh /v O
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Fig. 5: Cadena respiratoria de Euglena gracilis.

O o]
CH0 CH, HzN CHs
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Fig. 6: Estructura de las quinonas presentes en mitocondrias de Euglena gracilis. A

ubiguinona-9;B: redoguincna-9.
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HIPOTESIS

La cadena respiratoria deEuglena gracilis posee dos componentes diferentes, uno
resistente a antimicina y sensible a mixotiazol que cataliza una reaccion similar a
la del complejo Il y una guinoi-oxigeno oxidoreductasa similar a la que se ha

reportado en plantas.

OBJETIVO GENERAL
Caracierizar bioguimicamente el compaonente resistente a antimicina y a la quinol-

oxigeno oxidoreductasa de la cadena respiratoria de Euglena gracilis.
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s Determinar el efecto de la exposicion a antimicina ¢ cianuro sobre €l
. crecimiento y la respiracion mitocondrial en Euglena gracilis, en particular
sobre las actividades de oxidasas (sensible e insensible a cianuro) y

citocromo c reductasas ( sensible e insensibie a antimicina).
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¢ FEvaluar la naturaleza de 1a oxidasa alterna utifizando un anticuerpo dirigido

contra [a oxidasa alterna de Chlamydomonas reinhardltii.
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METODOS
Cultivo de Euglena gracilis

Euglena gracilis Z se cultivd en la oscuridad con agitacién orbital de 120 rpm, a
temperatura ambiente (20 a 25° C) en medio organotréfico pH 3.5 descrito por
Hutner (Hutner, 1958), &l cual contiene giutamate y malate como fuente de
carbonho.

Euglena gracilis Z se cultivd en medios que contenian 4 pM de antimicina ¢ 300
KM de cianuro por varias generaciones ( 450 generaciones aproximadamente).

En estos medios, las células se cosecharon al alcanzar la fase logaritmica tardia
{84 h). Las células cosechadas fueron lavadas y centrifugadas en medio de
amortiguacion SHE ( 250 mM sacarosa, 10 mM de acido N-(2-hidroxietii)
piperazin N-{2-etano) sulfénico (HEPES) y 2 mM de acido etilenglicol- bis- (B-
aminoetileter)- N, N°, N", N'- tetraacetico (EGTA)), pH 7.3.

Preparacion de mitocondrias

Las mitocondrias fueron aisladas por sonicacion y centrifugacion diferencial con el
metodo modificado de Mdreno- Sanchez y Raya (1987).

Las células cosechadas en fase exponencial (84 h), lavadas con medio SHE (250
mM de sacarosa, 10 mM de Acido N- (2-hidroxietil) piperazin- N- 2-etanosulfonico
(HEPES) vy 1 mM de acido etilen glicol- bis{B-aminoetil eter) N, N, N, N,
fetraacético (EGTAY)), se resuspendieron a una concentracian final de 2 x 10 9
células / mL en el mismo medio, afiadiendo albimina de suero bavine (BSA) libre
de acidos grasos a una concentracion final de 0.2 %, para someterias a sonicacion
con amplitud de 20- 22 micrones (80% de la potencia maxima} durante cuatro
intervalos de 7 s cada uno con 1 minuto de descanso entre cada infervalo,
utilizando una punta de sonicacidén de 1 cm de diametro, en un sonicador Branson
450. Se centrifugé a 900 X g durante 10 minutos para separar los restos de pared

y membrana celular, El sobrenadanie enriquecido con las fracciones
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mitocondriales se centrifugd a 10,000 X g durante 10 min. El sedimento resultante
conteniendo las fracciones mitocondriales, se resuspendié en un volumen minimo
de medio SHE vy se incubaron en presencia de ADP 1 mM y BSA 0.2% por 10
min. agitando ccasionalmente de forma suave.

Por Gltime, se centrifugd la fraccion mitocondrial con medio SHE a 10, 000 X g vy
se resuspendié el sedimente en un volumen minimo del mismo amortiguador. Se
adiciond BSA libre de acidos grasos a una concentracion final de 0.2%.

La proteina se cuantificd por el método de Biuret usando BSA como estandar en
las muestras centrifugadas a 3000 r. p. m. por 10 min. para eliminar la presencia
de paramilo, carbohidrato de reserva de Fuglena que interfiere en la cuantificacion

proteica,

Medicidn de respiracidn aerdbica

Se realizod midiendo el consumao de oxigeno utilizando un electrodo tipe Clark a 30
¢ C, en medio KME ( KCI 120 mM, MOPS 20 mM y EGTA 1 mM, pH 7.2}
adicionado con 5 mM de fosfato y 1 mM de MgCl, para llevar a cabo [a sintesis de
ATP. Las mediciones de respiracion se realizaron en 2 mL de medio utilizando 1
mg de proteina mitocondrial y diferentes sustratos oxidables por la cadena
respiratoria de Euglena: L- Jactato 10 mM, D- Lactato 10 mM y succinato 10 mM.
Para la titulacion con inhibidores {(cianuro, antimicina, SHAM, n-propil galato,
disulfiram y difenilamina) se utilizd mas proteina (1.5 mg de proteina/ mL) para

medir facilmente las actividades residuales en presencia de esios compuestos.
Medicion de actividad de citocromo ¢ oxidasa

Para la medicion de la aciividad de citoccromo oxidasa se midid el consumo de
oxigeno utilizdé medio KME adicionado con  una solucion fresca de ascorbato 5

mM pH 8 y antimicina 1 pM para bloguear la transferencia de elecirones

provenientes del complejo lil. El sustrato utilizado para inducir el consumo de
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oxigeno fue n,n,n,n-tetrametil-p-fenil-n-diamina (TMPD) 2 mM. E! consumo de
oxigeno considerado fue el sensible a azida de sodio 10 mM.

Los céalculos se hicieron con base en la solubilidad del oxigeno en la Ciudad de
México, 400 ng At O/ mL a 30 ° C y 2240 metros sobre el nivel del mar.

Citocromo c reductasa

100 pg de proteina mitocondrial fueron incubados a 30 ° C en 1 mL de medio SHE
adicionado con ADP 1 mM, fosfato 5§ mM, MgCl 1 mM y ferricitocromo ¢ de
caballo 30 yM. Se inicid la reaccidén con L-lactato 10 mM, D-lactato 10 mM,
succinato 10 mM o decil- benzoquinol (DBQ) 60 uM, que fue reducido seguin
Rieske (Rieske, 1967). Los ensayos se hicieron en presencia de cianuro 1 mM.

Se midio la reduccion del citocromo ¢ como la diferencia de absorbencia a 550 nm
menos 540 nm, en un espectrofotdmetro de doble longitud de onda SLM- Aminco
DW- 2000. E| coeficiente de extincion usado para calculos fue de 19 mM ™ cm’”
(Degli-Esposti, 1991).

Cuantificacion de quinonas

Extraccién de quinonas.

Se realizaron 4 extracciones con 100 mL de iso-octano, cada una, a partir
de 50 mg de proteina mitocondrial. Cada extraccion consistid de una incubaciéen
de 1 hora a temperatura ambiente, con agitacidn suave. Posteriormente se
evapord la fraccion de! soivente con un flujo suave de nitrégeno. Una vez
evaporado por completo, se resuspendieron las quinonas en un volumen minimo
de etanol grado HPLC.

Deteccién por TLC y espectrofotometria.

Los extractos obtenidos con solventes también se sometieron a

cromatografia en placa fina de silica gel. Se obtuvieron los espectros de
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absorcidon de cada uno de ellos, disolviendo 1a silica raspada de cada compuesto
con etanol, para separar la muestra. Los especiros obtenidos fueron comparados
con aspectros de absorcion de estandares para Q-10 (comercial), Q-9 (de corazon
de rata) (Lass, 1997) y RQ-9 (de Rhodoespirilfum rubrum) {(Parson, 1965). También
se obtuvo el espectro en la regidn de infrarrojo de 1a RQ-9 y de masas de la RQ-9
y Q-0

Cuantificacion de las quinonas.

El extracto quinénico se analizé por HPLC en fase reversa a través de una
columna C-18 Waters Nova- Pack, utilizando una mezcla de etanol: metanol 3:2
como fase movil, con un flujo de 0.5 mL/ minute a una longitud de onda de 285
nm. Los pices correspondientes a la Q-9 y RQ-9 fueron cuantificadas con base en
el area bajo la curva del estandar de Q4o cuya concentracion fue determinada por
espectrofotometria de UV en cubetas de cuarzo utilizando un coeficiente de
extincion de 158 mM™ em™ a 275 nm (Takamiya, 1993). Las areas de los picos

obtenidos no varian entre 275 y 290 nm.

La curva de calibracidn correspendiente al estandar Qo se muestra a

continuacion:
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Cuantificacion de citocromos

Se obtuvieron los espectros oxidado (con persulfato de amenio} y reducido
(ascorbato 0.5 M pH 6, o ditionita) de preparaciones mitocondriales en una
solucién amortiguadora que contiene 120 KCI, 20 mM acido 3-(N-Morfolino)-
propanosulfénico (MOPS) y 0.5 mM de EGTA (solucion amortiguadora de KME) -
glicerol 1:1. Con el espectro de reducido con ascorbato menos el espectro de
oxidado con persulfato se cuantificaron los citocromos ¢ y ¢ usando la diferencia
de absorbencia a 561 menos 540 nm con un coeficiente de extincion molar (g) de
17.5 mM" cm” (Degii Esposti ef al, 1991). El espectro reducido con ditionita
menos reducido con ascorbato permitid cuantificar el citocromo b usando la
diferencia de absorbencia a 563 menos 578 nm con un € = 26.6 MM cm™ (Priest
y Hajduk, 1992). El citocromo a se cuantificé a partir del espectro ditionita menos

oxidado a 609 menos 630 nm tomando £ = 16 mM™ cm” (Gray, 1994).
Cuantificacién de acidos grasos

Muestras de 10 mg de proteina mitocondrial fueron almacenadas a - 70 © C en
presencia de 50 ug de butil- hidroxitolueno {BHT) / mg de proteina hasta su uso.
Se descongeld la muestra y 1 mL de BHT en 0.02 % (v/ v) en metanol, 50 pg de
fosfatidilcolina- diheptadecanoil como estandar interno, 1 mL de 0.9 % NaCl y 2
mL de cloroformo fueron adicionados y mezclados por 20 segundos. Esta
suspension se centrifugo a 1, 600 x g por 5 minutos. Este procedimiento se repitio
una vez mas. La fase organica fue deshidratada adicionandele 1.5 g de NaS0,
{anhidro), entonces la mezcla fue filtrada a través de una capa de algedon. El
solvente fue evaperade bajo un flujo de N2, Las muestras secas fueron mezcladas
con 0.1 mL de tolueng, 2 ml de metancl| anhidro y 0.04 mL de acido sulfdrice. Esta
mezcla fue calentada a 80 © C por 2 h. Las muestras tratadas fueron mezcladas

con 1 mL de NaCl al 5 % y 2 mL de hexano mezclando fuertemente, Se repitid
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una vez este procedimiento. Las muestras fueron evaporadas con Nz vy
almacenadas a - 72 ° C hasta realizarse la cromatografia de gases.

Las condiciones de la cromatografia de gases fueron: una columna CPSiL 8CB
{espesor 0.25 mm) usando helic como acarreador, a una velocidad de flujo de 1

mL/ min. a 195 ® C usando un cromatagrafo Carlo Erba model 2300.
Western blot

Se realizd la electroforesis de las preparaciones mitocondriales segin Laemmibi.
Las proteinas de los geles se transfirieron a nitrocelulosa a 100 Volts durante th a
4 °C. E| papel de nitrocelulosa se secd con un papel absorbente. Para comprobar
la transferencia, el carril con los marcadores de peso molecular se reveld con
tincion de Ponceau- S. Para realizar el ensayo inmunoenzimatico, s& bloguearon
los espacios vacios del papel de nitrocelulosa durante 30 minutos a 37 ° C con
agitacion empleando SST (solucion salina de tris, pH 7.5)- leche al 5 %. Se retird
fa solucidn anterior y el papel se puso en contacto con el suero de conejo anti-
AOCX de Chlamydomonas reinhartidii en un titulo de 1 ; 2000, utilizando como
diluyente la solucion de bloqueo diluida 1 : 3 con S8T. Se incubd durante 1.5 ha
37 ° C o 18 h a temperatura ambiente, de preferencia con agitacion. La solucion
anterior se desecho y el papel se lavo 3 veces con solucién SST, cada lavado de
10 min.. Después, el papel se dejé secar y se puso en contacto con la cantidad
adecuada de conjugado anti- conejo con fosfatasa alcalina o peroxidasa diluido
con SST- tween al 0.05 % por-18 ha 4 ° C o durante 1.5 h a 37 ° C. El papel se
lavd 3 veces con SST- tween, de 10 min. cada lavado. Finalmente, se lavb en SS5T
para eliminar ef tween. Para revelar el conjugado de fosfatasa alcalina, el papel se
puso en contacto con 30 mL de una soluciéon de NaHCO; 0.1 M, MgCl, 1mM pH
9.8. Se agregaron 300 L de BCIP (3-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) y 300 yL de
NBT {nitroazul de tetrazolio). Se esperé a que aparecieran las bandas y se lavo el
papel con agua para detener la reaccion. Para revelar por quimioluminiscencia el

conjugado de peroxidasa se utilizé un sistema de revelado comercial {ECL + Plus).
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RESULTADOS
Crecimiento celular

Euglena gracilis Z, cultivada en medio Hutner, llega a la fase exponencial a las 50
horas, alcanzando su etapa estacionaria a los 4 dias aproximadamente (linea
punteada). La densidad celular alcanzada en esta etapa es de aproximadamente
7.2 x 10 ® £ 0.5 células/mL. En cultivos adicionados con 4 uM de antimicina,
Euglena presenta una curva de crecimiento en la gue la etapa exponencial se
alcanza también a las 50 horas, ademas su densidad celular final sélo es del 50%
de la de los cultivos control (3.4 x 10 ® = 0.05 células/mL). Los cultivos en
presencia de 300 uM de cianuro, tienen una velocidad de crecimiente similar a las
células expuestas a antimicina, pero alcanzando unha densidad celular mayor (6 x
10 ® £ 1.7 células/mL) {n = 4) (Fig. 7).

8 fase estacionaria
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Fig. 7: Curvas de crecimiento de cultivos representativos de Euglena gracilis cepa
Z, antimicina y cianuro en medio Hutner (glutamato + malato).
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Las determinaciones de consumo de oxigeno, citocromo ¢ reductasa,
cuantificacion de quinonas y de acidos grasos se realizaron en mitccondrias
aisladas de Euglena gracilis cultivada en medio Hutner con y sin inhibidores
(antimicina o cianuro), en el inicio de la fase estacionaria (4 dias) donde el
~ rendimiento celular es mayor y la presencia de quistes es practicamente nula.
Estas células se denominaron cepa Z, Z-antimicina y Z-cianuro. Los rendimientos
mitocondriales obtenidos fueron de 60 + 12, 32 + 10 y 50 + 8 g de proteina en

peso humedo /L de cultivo, respectivamente.
Consumo de oxigeno

Diferentes sustratos pueden ser oxidados por fa cadena respiratoria en la
mitocondria de Euglena gracilis {Tabla 1). La actividad respiratoria mitocondrial
fue similar a la de mitocondrias intactas de otros tejidos como hepatocites, o como
en cadenas respiratorias de algunas bacterias, utilizando diferentes susiratos. Sin
embargo, se observd un mayor consumo de oxigeno cuando L- y D- lactato fueron
utilizados. Se ha descrito la presencia de dos lactato deshidrogenasas
independientesde piridin-nuclestidos, espeacificos para cada uno de los isémeros,
que participan en la cadena respiratoria transfiriendo electrones a ia poza de

guinonas en Euglena (Jasso -Chavez, 2001).

Tabla 1: Respiracion de estado 3 en mitocondrias control de Euglena gracilis Z
utilizando diferentes sustratos.

Los datos representan ¢l promedio de determinaciones * desviacion estandar

Sustrato ngAtO/min/mg proteina
Succinato 10 mM 63x5

NADH 1 mM 1358
L- lactato 10 mM 215+ 15
D- factato 10 mM 260+ 16
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La presencia de diferentes inhibidores en cultivos de Euglena gracilis ocasiond
una disminucidn en la actividad respiratoria clasica, no asi en la actividad de la
oxidasa alterna mostrando un aumento relativo en fa participacion de esta enzima
en la respiracion total. En la cepa Z se ha encontrado una respiracion resistente a
cianuro del 10% (27.9 £ 16 ng At O/ min/ mg proteina) al utilizar L-lactato como
sustrato (Moreno Sanchez, 2000); al cultivar en presencia de 300 uM de cianuro
(Z-cianura}, la respiracion en presencia de 1 mM de cianuro es del 30%
aproximadamente (Fig. 8). La actividad especifica remanente, sin embargo, fue
similar (394 £ 10 ng AtQ/min/mg proteina} a la de las mitocondrias de células
cultivadas en ausencia de inhibidores (27.9 £16 ngAtO/min/mg)).

Lo mismo se observé en la cepa antimicina donde hubo un incremento del 50
{cepa control} al 70 % de respiracion resistente a 1 uM de antimicina (72.5 £ 11.3
ng At Of min/ mg proteina). En ambos casos utilizando L- lactato como sustrato
(Tabla 2).

Tabla 2: Efecto del cianuro o antimicina sobre Ia respiracion en mitocondrias
provenientes de células de Euglena cultivadas en ausencia o presencia de

inhibidores

Los valores indican el promeadio * desviacion estandar, excepto donde se indica.
Las actividades se cuantificaron utilizando 10 mM de | -lactato como sustrato.

ngatO/ min/ mg proteina mitocondrial

Cepa sin inhibidor 1 mMcianuro 1 UM de antimicina
o Z 215+ 15 279+16 122.5 (2)
Z-cianuro 134.2+93 39.4 10 745 (2)

Z-antimicina 1105+ 4 13+5 725+113
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Fig. 8: Curvas de inhibicidn con cianuro o antimicina en mitocondrias de Euglena
cuitivada en presencia de cianuro o antimicina. ¥, inhibicién por cianuro de
Euglena Z- cianuro; e, inhibicion por antimicina de Euglena Z- antimicina. Cada
punto indica el promedic de 4 preparaciones mitocondriales + desviacidn
estandar,

Se midié la actividad de TMPD oxidasa para evaluar ia actividad de citocromo ¢
oxidasa. En mitocondrias de células Z-cianuro se obtuvo una actividad de 264 =
98 ng At O/ min / mg proteina y en la cepa antimicina de 377 + 80 ng At O/ min /
mg proteina (n = 3). La cepa control tiene una actividad de 410 + 73 ng At O/ min /
mg proteina (n = 4). Las curvas de inhibicidon con cianuro para la actividad TMPD
oxidasa en mitocondrias de células Z-antimicina y Z-cianuro muestran un
comportamiento bifasico, como anteriormente se ha reportado para la cepa Z,
presentando 2 diferentes valores de Ki (Tabla 3) que fueron calculados a partir

del gréfico de Dixon ( Fig. 9).
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Fig. 9: Grafico de Dixon de un experimento representative obtenido a partir de la
curva de inhibicion por cianuro de la actividad de TMPD oxidasa en mitocondrias
de Euglena gracifis Z-cianuro (A). Las constantes de inhibicion (Ki) se ebtuvieron

del cruce de las lineas en el eje de 1as abscisas (B).
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Tabla 3: Constantes de inhibicidn {Kiy y Kiz) por cianuro en mitocondrias de

Euglena cultivada en ausencia o presencia de inhibidores.

Los valores representan el promedio + desviacion estandar obtenidas a partir del gréfico

de Dixon excepto donde se indica. Bl nimero de determinaciones se muestra entre

paréntesis.
(M)
Cepa Kiy Kiz
Z * 16 (1) ' 46 (1)
Z-cianure 10£3(3) 175 £ 75 (3)
Z-antimicina 17 £ 2 (3) 40 + 10 (3)

*ref. Devars y Moreno Sanchez, 1992,

L.a constante de inhibicidn de alta sensibilidad hacia el cianuro fue similar para las
cepas tratadas (Z-cianuro y Z-antimicina) respecto a la cepa Z. En mitocondrias

de Z-cianuro, la Ki; es mas grande (Tabla 3) (Devars, 1998).

Efecto de inhibidores de AOX de plantas en la respiracian resistente a cianuro de

Euglena gracifis.

El consumo de oxigena o respiracion residual en presencia de 1 mM de cianuro
en la cepa cianuro fue del 30% de la respiracion total. Sobre esta actividad se
midié la inhibicidn de diferentes compuestos reportados como inhibidores de la
oxidasa alterna en mitocondrias de plantas, con el objetivo de evaluar la

sensibilidad de la oxidasa alterna de Euglena hacia estos compuestos.
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Fig. 10:Curvas de titulacién con inhibidores de oxidasas alternas de plantas. La
actividad se midid en presencia de 1 mM de cianuro y con diferentes
concentraciones de; m difenilamina {DPA); » acido salicilhidroxamico (SHAM); A
disulfiram (Ds) y ¥ n- propilgalato (nPG). Las concentracicnes de inhibidor estan
dadas en mM excepto donde se indica.

La Fig. 10 muesira que estos compuestos solo tienen un efecto inhibitorio del 50
al 80%, a conceniraciones mayores (1 orden de magnitud aproximadamente) de
las que inhiben por completo a las oxidasas alternas de plantas y levaduras. El n-
propilgalato y la difenitamina inhiben en mayor magnitud la actividad alterna, sin
embargo, las concentraciones mas bajas para lograr este efecto se logran con el

disulfiram.
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Citocromo ¢ reductasa

Se midid la reduccion de citocromo ¢ para evaluar, usando inhibidores, la
actividad del complejo lil y del complejo resistente a antimicina (by-pass). En la
tabla 4 se observa que en ambas cepas el succinato se oxida preferentemente a
traves del by (sensible a antimicina), mientras que los sustratos L- y D-lactato son
oxidados por ambas vias, aunque se observa una preferencia a través del hy-
pass, principalmente cuando se oxida - lactato. En la cepa antimicina se observa
claramente que la actividad existente corresponde al by- pass, v que la actividad
del bey es practicamente nula.

En la cepa cianuro no hubo cambios significativos en el patrdn de inhibicion
obtenido con mixotiazol y antimicina en las actividades de ¢itocromo ¢ reductasa
con respecto a la cepa conirol, excepto en que las actividades especificas fueron
menares (datos no mostrados).

Los ensayos se realizaron en preparaciones mitocondriales frescas, pues 1a
actividad de citocromo ¢ reductasa disminuye 20 a 40% en preparaciones

mitocondriales sometidas a congelacidn.

Tabla 4: Actividad de citocromo ¢ reductasa en mitocondrias frescas de Euglena
gracilis Zy Z- antimitina

Los datos representan el premedio de 5 experimentos + desviacién estandar.

Se utilizaron 10 mM de L-lactato, D-lactato o succinate como sustrato y 1 puM de

antimicina o 10 pM de mixotiazol come inhibidores.

(nmol cit ¢ red/ min/ mg proteina}

cepa Z cepa Z-antimicina

sin inhibidores antimicina mixotiazol  sin inhibidores antimicina mixotiazol

L-actato 103 £ 16 615 43+£75 29+ 10 3246 5+1
D- tactato 191 £ 32 90 +8 43+ 8 69#35 56 +12 h+t
succinatc 39+9 311 22+5 31 31 0
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La actividad de citocromo ¢ reductasa se ensayo en un sistema libre de quinonas,
para determinar la actividad del complejo Il y del by- pass, reincarporande una

quinona exogena (decil ubiquinona, DBQ) {Tabla 5).

Tabla 5: Reconstitucion de la actividad de citoromo ¢ reductasa en mitocondrias
de celulas Z-antimicina depletadas de quinénas enddégenas.

Se utilizaron 10 mM de L- lactato, D- lactato o succinato como sustrato y 1 pM de
antimicina o 10 uM de mixotiazel como inhibidores.

Se reincorpord 20 M de decilubiguinona como quinona exdgena.

Los datos representan el promedio de 4 experimentos + desviacién estandar, excepto
donde se indica.

nmoles cit ¢ red/ min/ mg proteina

L-lac Llac+DBQ D-lac D-lac+tDBQ  Succ Succ + DBQ
sin inhibidores
ligfilizadas b 13 (2) 17+ 2 11+ 6.4 2116 10 (2)
liofilizadas™ extraidas 1+1 12+5 10+ 6 136+ 3 05+06 7+4

1 pM antimicina
liofilizadas 10+5 12 (2) 17 + 10 21+ 11 44+15 72
liofiizadas* extraidas 2+1 11+4 910 12:3 c(2) 8 (2)

10 M mixotiazol
liofilizadas B+3 11+5 10+14 i6+8 3607 12+02
liofilizadas* extraidas 04+07 9+6 121 106+2 0 5+15

Con L- lactico, Ia actividad disminuy6 casi a cero, la cual se recupera con DBQ.
Sin embargo, se pierde la sensibilidad a antimicina y mixotiazol, aungue no es
posible inferir las razones por las cuales sucede esto. Estas preparaciones
también plerden un 50% de sensibilidad hacia estigmatelina, otro potente inhibidor
del complejo I y del by- pass (datos no mostrados). La extraccion de las

guinonas con iso-octano disminuyé considerablemente 1a actividad endogena
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debido a ubiquinona, pero su reconstitucién con decilubiquinona (DBQ) vy

diferentes sustratos la incrementé 5 a 10 veces.

Al medir consumo de oxigeno se observa la misma pérdida de sensibilidad a

estos compuestos (Tabla 6). Por otfro lado, el consumo de oxigeno obtenido al

reconstituir con la quinona exdgena es totalmente sensible a cianuro mostrando la

labilidad de 1a oxidasa alterna.

Tabla 8: Reconstitucion de la respiracion en mitocondrias de células Z-antimicina
depletadas de quinonas endogenas

Se utilizaron 10 mM de L- lactato, D- lactato o succinato como sustrato y 1 pM de
antimicina o 10 uM de mixotiazol como inhibidores.

Se reincorporaron 20 uM  de decilubiguinona como quincna exdgena.
Los datos representan el promedio de 4 experimentos + desviacion estandar, excepto

donde se indica.

ngatQ/ min/ mg proteina

L-lac L-lac+DBQ D-lac D-lac+DBQ Succ  Succ + DBQ
sin inhibidores

liofilizadas 385+15 35+177 94 + 40 555+3t 206:+107 3112
liofilizadas* extraidas 276 181126 145+7 235+13 1+7 55+22

antimicina

liofilizadas 23+72 23+64 715+ 33 57.7+28 11+54 23+88
liofilizadas” exiraidas 0 18.4 (1} 16+4 22+12 0(2) 13(2)

mixotiazol :

liofilizadas 25 (1) 18.6 (1) 30123 22+ 67 9:+3 96+42
liofilizadas* extraidas 0 18 136+6 14:+7 10 (1) 10 {1)
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Cuantificacion de guinonas

Los extractos quindnicos obtenidos de las preparaciones anteriores fueron
analizados mediante diferentes técnicas con el objetivo de: 1) identificar los tipos
de guinonas presentes en mitocondrias de Euglena {ubiguinona- 9 y rodoguinona-
9 ; 2) purificarlas y 3) cuantificar cada una de estas benzoquinonas en fas cepas
control, cianuro y antimicina.

Para el primer objetivo se recurrio a la cromatografia en capa fina (Fig 11), donde
se identificaren las guinonas presentes en el extracto obtenido con solventes de
mitocondrias de Eugilena gracilis Z, mediante el uso de diferentes estandares
{Tabla 7).

Tabla 7: Comparacién de los corrimientos en placas de silica- gel de estédndares

Qqp ¥y RQ1o , y del extracto obtenido con solventes de Euglena gracilis Z .

Se utilizé una mezcla de hexano: acetato de etilo 9: 1 como fase movil.

compuesto Rf
stdQ 10 0.75
rodoguincna - 10 0.61
(de Rhodospiriffum)
std Qg 0.7
ubiguinona- 9 (de 0.73
Euglena)
radoquinona- 9 0.6
{de Euglena)
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Q10 R Rubrum FEuglena Q10 Euglena

Fig. 11: A. Cromatogramas en capa fina de: 1 std Qqo, 2 RQyo de
Rhodospirilflum rubrum, 3 extracto quindnicoe de Euglena gracilis, B
5, revelado con yodo del std Qqo ¥ 8, extracto quindnico de Euglena gracilis
utilizandose una mezcla de hexano: acetato de etilo 9:1 como fase movil,

Con base en los Rf correspondientes a las quinonas, se exirajeron los
compuestos identificados como ubiquinona-9 y rodoquinona-9 (Fig. 11)
mediante su resuspensién en etanol,

PPttt - % i, e, e e,
e I
g g
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Se obtuvieron los espectros de absorcion en la regidn UV (Fig. 12)
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Fig. 12: Espectros de absorcion en la region UV del estandar de Qyo v de la Q, y RQy de

Euglena gracilis.

Se observa que la longitud de onda del maximo de absorcidn del compuesto
asignado como Qg no corresponde especificamente al dei estandar comercial de
Q1p, esto puede deberse a alguna modificacion ocasionada por-el procedimiento
de extraccién de los compuestos.

El espectro obtenido en la regidn de infrarrojo muestra claramente que el

compuesto identificade como pico 2 corresponde a la redoquinona, como se habia
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repartado anteriormente, detectandose la sefial del grupo amino a 3308 y 1180
nm (Powls, 1966€) ( Fig. 13)

Sin embargo la especiroscopia de masas muestra la degradacion de ambos
compuestos, ya que el peso molecular del fragmento mas grande registrado es de
aproximadamente 400 {Fig. 14), debido posiblemente al tratamiento y condiciones
de almacenaje al que se han sometide las muestras, aungue el analisis por este
método de estandares es necesario. El peso molecular de ambos compuestos es
de 794 y 779 g/ mol, para la ubiquinona y rodoquinona con nueve cadenas

isoprenoides, respectivamente.
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Fig. 13: Espectro en la region de infrarroje de la rodoquinona- 9 de Euglena gracilis Z.

33



100

” : j UQyq

I
] Lo A P
0 100 200 300 400 500 600 700
100 7
|
t
? RQ
50 ?
s
ki l l
. |l.| i 5L. Ll EClE
0 100 500 600 700
mfz

Fig. 14: Espectroscopia de masas de los compuestos correspondientes a ubiquinona- 9y

rodoguinona 9 de EFuglena gracilis 2. m/Z: masa molecular/ carga neta.
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my

5e cuantifico el contenido de rodoquinona y ubtquinona en las diferentes cepas de
Euglena gracilis Z en cromatogramas obtenidos por HPLC a partir del area bajo la
curva de las senales dadas por estos compuestos, identificades con base en los

tiempos de retencidon de los estandares utifizados {Fig. 19).

6000 UQg (corazon de rata)

4603
3200
820

400

-1oag” 30 [T} 50 130 e s 20 T T
minutos

o RQ10 (Rhodaspirilium)

2200 RQs  uQy, !

140,07

. q T ——— g —————— ..
-longn, 0 6.0 80 iz.0 150

130 210 240 270

minutos

Z00.0 Euglena gracilis

4SO, 0

=00 RQg UQ9

1=0.0

0 .Q e
-1 .0 . 12 .o 2= a

minutos

Fig. 15: Cromatogramas de los estandares de Qg obtenida de corazon de rata, de RQjp de
Rhodospiriffum rubrum, y extracto obtenido con isooctano de Euglena gracilis a una
velocidad de flujo de 0.5 mL/ min.
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Se encontrd un aumento en la relacion rodoguinona / ubigquinona en las cepas
antimicina y cianuro. Por otra parte, el contenido total de quinonas es mayor en la

cepa cianuro (Tabla 8).

Tabla 8: Concentracion de ubiguinona y rodoguinona en mitocendrias de Euglena
gracilis cultivada en ausencia o presencia de inhibidores.

La fase mévil utilizada fue una mezcla de etanol: metanol 3: 2 a una velocidad de 0.5 mL/

min,
{nmal/ mg proteina mitocondrial )
z Z-Antimicina Z-Cianuro
0.53+0.02 0.6 £+ 0.07 2b:01
RQs
Qg 04+004 0.25 £ 0.04 13+ 007
RQy/ Qg 1.3:1 ] 2.4:1 1.9:1

Cuantificacién de citocromas

El contenido de citocromos es en general menor que los reportados para otros
erganismos (Takamiya, 1992). Sin embargo, la proporcidn de los diferentes tipos:
a, byc+ ¢y corresponden bien paralacepa Z (b2 1, ¢+ ¢y 1.5, a: 2) (Buetow,
1989). Ademas el contenido de citocromo ¢ + ¢; es similar al obtenido
anteriormentie para Euglena (69 pmol/ mg) {Covian, 1999).

Al cultivar a Euglena en presencia de antimicina se observa una disminucién del
90% en el conienido de citocromos a y b, mientras que para los cultivos
expuestos a cianuro la disminucidn es significativa en el contenido de citocromo a
y b (Tabla 9).

Al obtener espectros a temperatura de nitrdgeno liquido, se obtiene una mayor
definicion en los maximos de absorcion del citocromo b y del ¢ + ¢4, sin embargo,
la cuantificacion a partir de los espectros obtenidos a temperatura ambiente es

suficientemente precisa (Fig. 16).
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Tabla 9: Comparacion del contenido de citocromos en mitocondrias de Euglena

gracilis Z cultivada en ausencia o presencia de antimicina o cianuro.
Los datos representan el promedic de dos determinacionss.
L.os contenidos fueron obtenidos de |as diferancias de absorbencia de 561 menos 540 nm

para ¢ + ¢y, 563 menos 578 nm para b y 609 menos 630 nm para a.

pmol / mg proteina

CEPA a (602 nm) b (563 nm) ¢ +c¢7 (561 nm}
Z 121.6 58.4 857
Antimicina 595 30 64.2
Cianuro 84 41.6 99.6

Tabla 10: Relacion entre la actividad del complejo lIl y del by- pass y el contenido

de citocromo tipo b

La actividad de citocromo ¢ reductasa esta en nmoles citocromo ¢ red/ minf mgy la

concentracion de citocromo tipe b (cit b) en pmol/ mg

Cepa Actividad citb Act/ citb
Z 103 + 186 584 1.76
Z-anti 2910 30 0.96

La relacidn actividad/ citocromo' b muestra que, en células control, la actividad de
los componentes resistente y sensible a antimicina estd relacionada con

citocromos- tipo b, también en las células expuestas a antimicina, donde fa
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actividad corresponde practicamente a la actividad enzimatica del by-pass, un

citocromo tipo b esta involucrado (Tabla 10).

Cuantificacidon de acidos grasos

La cuantificacion de acidos grasos totales presentes en una preparacion
membranal mitocondrial, muestra que no hay un cambio en la praporcion de
acidos grasos saturados e insaturados, sin embargo, la cantidad de acidos grasos
totales en la cepa cianuro fue mayor (Tabla 11). Este dato sugiere que hay

cambios en la membrana.

Tabla 11: Comparacion de los acidos grasos mas abundantes en mitocondrias de

Euglena gracilis cultivada en presencia o ausencia de inhibidores.

La cuantificacién de Acidos grasos se realizd mediante el programa GOLD de Varian,
version 2.
Los datos expresan el porcentaje promedic de 3 preparaciones mitocondriales +

desviacion estandar.

. .
s A

Acido graso Z Z-antimicina Z-cianuro =
Ac. palmitico 11+ 0.7 14+3 127+2
Ac. araquidico 19:07 19+5 185+47
€ 20 bn-3 1941 144+33 20+3
C 22 4n 8401 9+33 7T+22
€ 22: 6n-3 19:09 13+£32 16+2.4
sat : insat 115 11 13
ac. grasos totales 404 + 96,5 343 + 120 712 103

(1g/ mg proteina
mitocondrial)
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Deteccion de |la oxidasa alterna por inmunoréplicas (Western blot)

Se encontré un reconocimiento del anticuerpo dirigido contra la oxidasa alterna
codificada por el Aox1 de Chlamydomonas reinhardtii en las muestras de Euglena
gracilis Z y cepa cianuro hacia Uuna banda de aproximadamente 36 kDa.

El control con Chlamydomonas muestra la proteina correspondiente a la AOX

descrita para este organismo de aproximadamente 36 kDa (Fig. 17 A).

A B
3B kDa ___ . 361D
. d- ol e .
34 kDa- e poe

Chla Zh Zf

Chla  Euglena Z-clanuro msxg m |
’ FALLA DR ORIGEN |

Fig 17 : Deteccion de la oxidasa alterna en mitocondrias de Chlamydomonas
reinhardtii (Chla) y Euglena gracilis heterotrdfica Z (Zh), Z-CN y fotosintética (Zf)
en inmunoréplicas, utilizando un anticuerpo anti-AOX de Chlamydomonas
reinhardtii. A, revelado con fosfatasa alcalina, B. reveladeo por
guimioluminiscencia.

Cuando se reveld por guimioluminiscencia (Fig. 17 B), fue mas evidente el
reconocimiento del anticuerpo hacia las proteinas correspondientes a la proteinas
inactivas .y activa de la enzima (34, 32 y 36 kDa respectivamente} de

Chiamydomonas, ademas reconocid nuevamente la proteina de 36 kDa en
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Euglena gracilis heterctrofica y hubo reconocimiento hacia una proteina de 36 y
32 kDa en Euglena gracilis fotosintética, donde la aclividad respiratoria es
totalmente sensible a cianuro (Tabla 12).

Tabla 12; Efecto del cianuro y de un inhibidor de oxidasa alterna sobre la actividad
Euglena gracilis heterotrofica cultivada en ausencia o presencia de inhibidores y
Euglena gracilis fotosintética.

Los datos de actividad representan el promedio de 3 determinaciones + desviacién
estandar.

ngat Of mi/ myg proteina % inhibicion
[ L-tactico 10 mM NaCN 1 mM n- propil galatc 5 mM
WW g | 1
—zh-oNT [ 1342+93
Zh- A 1105+ 4

Z fotosintética 162 £ 19
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DISCUSION

La cadena respiratoria de Euglena puede oxidar diferentes sustratos como:
succinato, NADH externo, glutamatoe, malato, D- y L- lactato {Sharpless, 1970). El
uso de inhibidores evidencié que la oxidacion de L- lactato se lleva a cabo por los
componentes resistentes a inhibidores y por la via clasica; el D- lactato parece ser
oxidado preferentemente por el componente resistente a antimicina aunque existe
oxidacion por el complejo Il y por la oxidasa alterna. El consumo de oxigeno con
succinato es preferentemente a traveés del complejo bey (Moreno- Sénchez, 2600}
En plantas también se ha encontrado que la actividad alterna es dependiente del
tipo de sustrato utilizado (Wagner, 1995), siende el NADH el que se oxida
principalmente por esta via, aungue en Euglena este sustrato es oxidado por
ambas vias ( clasica y alterna).

Se ha encontrado gue los componentes alterncs pueden ser constitutivos o
inducibles. En plantas la exposicion del organismo a condiciones de estrés como
congelacién, refrigeracién o presencia de algtn inhibidor respiratorio, estimula la
actividad de la via alterna (Stewart, 1990, Wagner, 1995). El aumento de la
actividad alterna respirateria también se ha relacionado directamente con la
cantidad de enzima y de RNA mensajerc (Stewart, 1990, lto, 1997).

En Euglena, el cultivo en presencia de cianuro ¢ antimicina estimulé la actividad
de oxidasa alterna 20% aproximadamente con respecto a la actividad a traves de
los citocromos. Este porcentaje refleja que, aunque la magnitud de la actividad es
similar a la presente en la cepa control, su participacion en la actividad total es
mayor. Ademas la exposicién a alguno de los inhibidores no madifico !a resistencia
hacia el otro inhibidor, es decir, la exposicién a cianuro aumentd relativamente la
actividad de la quincl oxidasa afterna, sin modificar la actividad resistente a
antimicina. Al exponer las células a antimicina no hubo modificacion en la actividad
resistente a cianuro. Una exposicidn mas prolongada al inhibidor no aumento la
respiracion resistente a estos compuestos.

Devars ef al. (1998) obtuvieron un comportamiento bifasico al inhibir con cianuro
para una cepa expuesta a 200 pyM de cianurc, en donde se cobservd que la

constante de baja sensibitidad es mayor (Ki; = 139 £ 27 pM), es decir, tiene menos
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afinidad por el cianuro. Estos autores sugirieron que se trataba de la citecromo ¢
oxidasa y de una quinol oxidasa alterna.

En esta tesis se obtuvo una Ki; similar ( 175 + 75 pM) cuando Euglena es
expuesta a 300 pM de cianuro (cepa cianuro). Sin embargo, cuando se varia la
concentracion de TMPD, en ausencia de cianuro se obtiene solo un componente,
aungue con estos resultados este comportamiento no puede ser explicado.

Una posibilidad es que ias dos constantes obtenidas pertenecen a la citocromo ¢
oxidasa con base en que se ha propuestc Gue esta enzima presenta cambios
estructurales dependiendo de su estado de reduccidn ( Yoshikawa ef al., 1998).
En la cepa antimicina no se observan cambios en las constantes de inhibicien al
cianuro, sugiriendo que la exposicion a este inhibidor estimula la actividad alterna
(by- pass), sin modificar significati'vamente la actividad de otras enzimas.

Las oxidasa alterna de plantas es sensible a algunos compuestos ( disulfiram,
acidos hidroxamicos, difenilamina y alquil galatos). Estos compuestos fueron
utilizados en Euglena, ya que la sensibilidad a ellos ha sido utilizada como criterio
para determinar la similitud entre las AOX de diferentes organismos y ias de
plantas, las cuales han sido mas ampliamente descritas. Se utilizé 1 mM de
cianuro para medir solo ia actividad alterna, y se realizaron curvas de inhibicion de
cada uno de los compuestos, mosfrando una inhibicion maxima del 80% a
concentraciones mas altas que las necesarias para inhibir en su totalidad a iés
AOX de plantas. Esto indica que la AOX de Euglena no corresponde fielmente a la
enzima de plantas, sin eliminar la posibilidad de compartir con ésta algunas
caracteristicas, reflejadas en la sensibilidad parcial a los compuestos
mencionados.

En la cepa antimicina, la actividad de citocromo ¢ reductasa corresponde
solamente al by- pass utilizando D-, L- lactato y succinato, probablemente debido
a una inactivacion del complejo 1l 0 a su degradacion, debido a que actividad es
practicamente sensible a mixotiazol.

En la cepa cianuro no se observaron cambios significativos en la actividad de
citocromo ¢ reductasa con respecto a la cepa control, excepto en que las

magnitudes fueron menores, 1o que se esperaba debido a que el cianuro inhibe a
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la citocromo ¢ oxidasa, afectando tanto la actividad del bey como la del by- pass
porgue ambos componentes comparten esta terminal oxidasa.

El proceso de liofilizacién al que son sometidas las células resulta en una
disminucion de la actividad de citocromo ¢ reductasa y del consumo de oxigeno en
Euglena de un 70 a un 90 %, ademas, se pierde parcialmente la sensibilidad a los
inhibidores utilizados (mixotiazol y antimicina). Con estigmatelina, otro inhibidor
potente del complejo 11l y del by- pass en Euglena, también se observd pérdida en
la sensibilidad (aproximadamente del 50%)}. Las razones por las cuales se pierde
sensibilidad a estos compuestos no puede ser explicada con estos resultados. La
actividad de esta preparacion mitocondrial muestra que el uso de un analogo de
ubiquinona, ta decilbenzoguinona (DBQ), estimula la oxidacion de succinato,
mientras que inhibe la oxidacién de D-lactato, indicando que, en estas
membranas, fa DBQ compite con las quinonas enddgenas que participan en la
transferencia de electrones a partir del D-lactato. Esto sugiere que el transportador
de electrones entre el sustrato y el by- pass puede ser diferente del que transfiere
electrones al compleje 11k

Como ha sido reporiado anteriormente (Powls, 1967), se encontré que la
concentracion de rodoguinona y ubiguinona dé Euglena es equimolar, Ademas se
determind gue en la cepa antimicina, el contenido de ubiguinona disminuia,
aumentando la relacién de RQg/ Qq. Esto sugiere que la rodoquinona es la que
esta presente principalmente cuando la participacion del by- pass es mayor. Por
ofra parte, en la cepa cianuro también se observa un aumento en esta relacion,
ademas de un aumento considerable en el contenido total de quinonas. La razdn
por la cual existe este aumento no se sabe, sin embargo se ha encontrado en
plantas (Wagner, 1998) y en Polyfomella (Reyes Prieto, datos no publicados} este
mismo resultade. Wagner ef. al, sugieren que este aumento es parte del
mecanismo de defensa en mitocondrias de plantas, contra el dafio por estrés
oxidativo; asi una mayor poklacién de guinonas serian reducidas y oxidadas por |a
AOX, la cual puede unir dos guincles al mismo tiempo.

Al cultivar a Euglena en presencia de antimicina se observa una disminucion del

50% en el contenido de citocromos a y b. Esto correlaciona con el crecimiento y
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respiracion disminuidos a la mitad que se observan en esta cepa. L os resultados
en la actividad de citocromo ¢ reductasa muestran que en esta cepa, la actividad
se debe principalmente al by- pass, sin embarge hasta el momento no es claro si
se debe a la inactivacion o degradacion del bes, aungue la relacién actividad/ cit b
apoya que la transferencia de electrones a través del by- pass involucra a un
citocromo tipo b, pues existe una correlacion entre esta actividad y el contenido de
citocromo b en células donde la actividad del be; es practicamente nula.

En la cepa cianuro se determind una disminucion del 30% en los citocromos a y b
Existe una disminucion simitar en crecimiento y respiracion, mientras gue no se
ohservan cambios en el contenido de ¢ + ¢4,

La medicion de citocromos a temperatura ambiente en una cepa cultivada en
presencia de 200 uM de cianuro (Devars, 1998) arroja contenidos diferentes a los
enhcontrados en este trabajo. El contenido de citocromo b y ¢ son mayores, debido
a que fueron calculados de espectros de preparaciones totalmente reducidas con
ditionita menos espectros de preparaciones totaimente oxidadas, obteniéndose los
maximos del citocromo b y ¢, sobrepuestos. -Al reducir con ditionita, se reduce toda
la cadena, de manera que los citocromos b y ¢ + ¢4 estan apantallados, ya que sus
maximos de absorcion son cercanos. Al calcular el contenido de citocromo tipo b
de un espectro reducido con ditionita menos un espectro reducido con ascorbato,
el cual es oxidable por el citocromo ¢ (el cual corresponde a 2/3 partes del maximo
de absorcion a 561 nm), la cuantificacion es mas precisa, fo mismo pasa con el
contenido de citocromo ¢ + ¢4, el cual fue obtenido utilizando el espactro reducido
con ascorbato menos €l oxidado.

El contenido de! citocromo tipo a { 102 £ 7 pmol/ mg proteina) si corresponde al
que se obtuvo en este trabajo, debido a gue justamente se obtiene del espectro
reducido con ditionita menos el oxidado.

El reconocimiento del suero policlonal de a- AOX1 de Chlamydomonas hacia una
banda proteica de un peso similar al de las enzimas reportadas, en una
preparacion mitocondrial de Euglena sugiere lo siguiente: Euglens posee los
epitopes que reconoce el anticuerpo en Chlamydomonas, al haber reaccion

cruzada con e antigeno de planta usado (maiz) (datos no mostrados), se sugiere
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gue la regién reconocida es conservada en diferentes organismos, apoyando que
la enzima en Euglena comparte algunas caracteristicas con su homéloga en
plantas y en Chlamydomonas, aunque al utilizar mitocondrias de papa no hubo
reconacimiento, La reaccién positiva en Chltamydomonas utifizando un anticuerpo
dirigidc contra las AOX de voodoo lily (Derzaph, 1996} mostrd que
Chlamydomonas expresa la forma monomérica y dimérica de la enzima, como en
plantas; sin embargo estudios mas recientes en la secuencia de aminoacidos de
Chiamydomonas (Dinant, 2001) evidenciaron la ausencia de la cisteina implicada
en la regulacidn presente en la enzima dimérica, sugiriendo que en este
organismo la forma activa es ia especie monomeérica, como parece suceder en
Fuglena, donde no se detecta una especie dimérica.

i"for el contrario, en el ensayo con proteinas mitocondriales de Euglena
fotosintética, donde el anticuerpo reconocié otra banda de peso molecular menor
(32 kDa), que podria corresponder a la especie inactiva {Jarmuszkiewicz, 1997},
apoyado ademas en gque 1a respiracion mitocondrial en estas células es totalmente

sensible a cianuro.
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CONCLUSIONES

¢ La exposicion de Euglena gracilis a cianuro y antimicina incrementa la

participacién de los componentes alternos resistentes a estos inhibidores.

4+ Cuando la transferencia de electrones procede solo a través del by- pass, el
L-, D- lactato y en mucha menor proporcion el succinato son sustratos
oxidables; cuando el bcy esta activo, oxida preferentemente succinato y L-

lactato y el by- pass L- y D- lactato.

4+ La AOX alterna de Euglena gracilis esta relacicnada de forma mas cercana

a la oxidasa alterna de Chlamydomonas reinhardtii. que a la de plantas.

4 La oxidasa alterna de Euglena gracifis es una enzima labil, sensible a

procesos de congelacion y liofilizacion.

4 El congelamiento y liofilizacion también alteran l1a sensibilidad a antimicina y

mixotiazol de los complejos Il y by- pass respectivameante.

4 Existe un aumento en el contenido de rodoguinona-9 en las cepas
expuestas a inhibidores, relacionado con un aumento en la participacion de
las vias alternas en la respiracion, principaimente cuando el by- pass se ve

involucrado.

¢ El cultivo en presencia de cianuro induce un aumento en el contenido

guinénico total y en el contenido de acidos grasos.
4 Existe una disminucién en el contenido de citocromos relacionado con una

disminucion en el crecimiento y consumo de oxigeno como efecto del

cultivo en presencia de inhibidores.
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PERSPECTIVAS

Euglena gracilis expuesta a inhibidores respiratorios come cianuro y antimicina,
disminuye la transferencia de electrones a través de la via clasica, aumentando la
participacion de las rutas alternas, relacionado con la presencia principalmente de
rodoguinona 9.

La concentracion de este compuesto en condiciones aerébicas no disminuyd
cuando el bey o la citocromo ¢ oxidasa son blogueados, inclusc en este dltimo
sistema (cultivos con cianuro), el contenido de este compuesto v de la ubiguinona
aumento, apoyando que es posible su participacién en la respiracion alternativa.
Esto puede confirmarse realizando ensayos con redoquinol, alimentando
directamente al by- pass y a la AOX, para evaluar la transferencia de electrones
de este compuesto reducido hacia estas enzimas. Ademas podra calcularse la
diferencia en afinidades de ambos componentes por este sustrato y por la
ubiquinona.

Otro punto interesante es el estudiar |a naturaleza del by- pass. Resultados
mostrados en esta tesis sugieren que podria tratarse de un citocromo tipo b, sin
embargo son necesarios analisis espectrofotométricos mas detallados.

Respecto a la oxidasa alterna, es interesante encontrar gue la clasificacion de
estas enzimas es mas amplia, lo que puede explicar la inconsistencia o poca
similitud que existe entre la evidencia que se ha cbtenido en kuglena y la que se
ha reportado en plantas. Estas caracteristicas apoyan fuertemente una funcién,
regulacion y caracteristicas bioguimicas asociadas mas a las enzimas que se han
encontrade en ofros organismos eucariontes no fotosintéticos, como levaduras o
tripanosomatidos.

El andlisis mas profundo de estas caracteristicas y de la inferencia en la funcion
gue realiza en Euglena puede establecer una relacion mas esirecha con estos

organismos.
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