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I INTRODUCCION

Todos los ordanismos requieren de un suministro de
energia para llevar a cabo las reacclones sintéticas y las
actividades necesarias para vivir. Las moléculas orgédnicas
pueden ser utilizadas para el crecimiento o almacenadas en
forma de reserva alimenticia y come fuente de energia
quimica que serd utilizada por el proceso de la respiracién

llevado a cabo en las mitocondrias de células eucariontes.

1.1 ESTRUCTURA MITOCONDRIAL.

Las mitocondrias son las centrales energéticas de todas
las células eucariontes, utilizan la energfia obtenida de 1la
reduccién del oxigeno con el potencial reductor de las oxido
reductasas que dard&n su energia para la sintesis de ATP.

En su morfologia (Fig.l) las mitocondrias presentan una
membrana exterha, una membrana interna (plegada formando
crestas) en la cual tienen lugar las fases terminales de la
oxidacién y la matriz mitocondrial la cual contiene enzimas
de importancia para oxidacién de piruvato, &cidos grasos y
ciclo de Krebs (Lehninger, 1985)

La membrana mitocondrial externa contiene numerosas
copias de una proteina transportadora llamada porina que
forma grandes canales acuosos a través de la bicapa
lipidica; es una red permeable a todas las moléculas de

menos de 10,000 daltons, incluidas las proteinas pequefias.



Membrana externa
Membrana interna
Espacio intermembranal

rig.1. de la mit dria y sus tes. Aqul las
moléculas orgdnicas se degradan en energia que se vuelve a
empaquetar en unidades mis pequefias apropiadas para 1la
mayoria de los procesos celulares.




Esta membrana contiene encimas como: Acil-coenzima A
sintetasa, la NADH citocromo bs reductasa, glicerofosfato
acil transferasa, fosfolipasa A y una ferrosulfoproteina
entre otras; es rica en colestercol y fosfatidil inositol (De
Pierre y Ernster, 1977).

La topologia transversal de las enzimas de la membrana
interna es importante debido a gque encara dos procesos
metabélicos importantes para la fisiologia celular, por el
lado de 1la matriz, el ciclo de Krebhs, y por el 1lado
citosélico la glucélisis y muchos procesos biosintéticos.

La membrana mitocondrial interna tiene una relacién
lipido-proteina alta (4:1 por pesoc lo gque corresponde a una
molécula de proteina por cada 15 de fosfelipide) se han
encontrado 60 proteinas diferentes, contiene enzimas gque
intervienen en el transporte de electrones y fosforilacién
oxidativa asf, como otros sistemas de transporte. En ella se
localizan la SDH, los citocromos b, ¢, €31, a y aj ascociados
al transporte de electrones y ATPasas asociadas a los
mecanismos de sintesis de ATP. La cardiolipina se encuentra
en alta proporcién, es un fosfolipido que constituye mas del
10% del contenido lipfidico de la membrana y que posiblemente
contribuye a su impermeabilidad a iones como: H*, K, Na*t,
cl1”™ para el transperte de 1los cuales se regquiere de
permeasas (Alberts, et al 1986).

Esta membrana estd plegada en numerosas crestas que
aumentan su superficie total, contiene tres tipos

principales de proteinas: las que catalizan las reacciones



de oxidacién de la cadena respiratoria, un complejo
enzimitico llamado ATP sintetasa que cataliza la produccién
de ATP en la matriz y proteinas especificas de transporte
que regulan el paso de metabolitos hacia la matriz y hacia
el exterior.

Entre las enzimas de la matriz se hallan las que
metabolizan el piruvato y los Aclidos grasos para producir
ACoA, Y los que oxidan el ACoA en el ciclo de Krebs. Los
productos finales principales son el COp y el NADH (fuente
principal de electrones para el transporte a lo largo de 1la
cadena respiratoria). También en la matriz existen varias
copias idé&nticas del genoma de ADN mitocondrial, ribosomas y
ARNt y varias enzimas necesarias para la expresisn genética.
(Karp, 1984).

1.2 PUNCIONES MITOCONDRIALES

El metabolismo de las mitocondrias desenpefia
importantes procescs bioquimices: obtener energia quimica a
partir de la oxidacién de los elementos nutritivos ricos en
energfia y convertir las moléculas nutrientes en precursores
de los sillares de las macromoléculas de la cé&lula, sintesis
de proteinas, &cidos nucleicos, lipidos, polisacirides y
otros, para degradacién de biomoléculas.

En cilertas condiciones, las mitocondrias emplean una
fraccion del total de la energia respiratoria para fines
diferentes de la fosforilacién del ADP; como el transporte
de iones a través de la membrana en contra de gradientes de

concentracién. Existen en la membrana mitocondrial sistemas



de transporte especificos para el ADP, ATP, Pi, piruvato,
citrato, succinato, a@~KG y malato; asi como para los
aminodcidos aspartato y glutamato (Fiskum y Lenhinger,
1580). Son sistemas activos debido a gque solo en presencia
de energia obtenida de 1la fosforilacién cxidativa
transportan metabolitos en contra de gradientes de
concentracién.

En cuanto a la acumulacién de Ca?t las mitocondrias de
los tejldos animales pueden acumularlo en contra del
gradiente en un proceso enaergeticamente acoplado con el
transporte de electrones (Fiskum y Lenhinger, 1980}.

Por cada par de electrones que pasa desde el NADH hasta
el oxigeno se acumulan & ilones de ca?t procedentes del
medio, 2 por cada centro de conversién de energia.

Los lones an*", re2* b4 sr?* se acumulan de modo similar en
las mitocondrias, no asi el Mg?t.

Utilizan tanto los &cidos ¢grasos provenientes del
torrente sanguineo unidos a sercalbdmina o de la hidrélisis
de lipidos intracelulares como el piruvato producide en el
citosol por gluct6lisis. Estos compuestos son activados por
esterificacién con coenzima A para formar é&steres acilicos
de la coenzima A en la membrana mitocondrial externa y se
convierte en ésteres O-acil grasos de carnitina que son
transportados a través de la membrana mitocondrial interna
hasta 1la matriz en donde son transformados en ésteres de
acilgraso de coenzima A, Las etapas subsiguientes de 1la

oxidacién forman é&steres de coenzima A, Las eliminaciones



oxidativas de ACoA de los acil-CoA grasos saturados de
cadena larga recibe el nombre de B-oxidacién, rindiéndo en
cada ciclo un AcilCoA y un éster de CoA de un Acido graso
con dos Atomos de carbono menos.

Los electrones producidos en dos etapas de
deshidrogenacién, (FADH;, NADH) fluyen hacia el oxigeno a
cr.avés de la cadena respirateria acompafados de la
fosforilacién oxidativa del ADP; asf, el ACoA se oxida hasta
COx y Hp0 al incorpeorarse en la sintesis del citrate al
ciclo de Krebs. (Stryer, 1975).

Los &cidos grasos y el pirtnvato se encuentran en la
célula como sustancias de reserva; las grasas almacenan
dcidos grasos y el glucégeno almacena glucosa la cual serd

posteriormente transformada en piruvato.

1.3 GLUCOLIBIS
En la glucélisis la glucosa es degradada en el citosol
a dos moléculas de piruvato las cuales conservan la mayor
parte de la energia total de la oxidacién de la glucosa, con

la generacién de dos moléculas de ATP.

1.4 CICLO DE KREBS
La respiraci6én puede ser definida como la transferencia
termodinamicamente espontidnea de equivalentes reductores a
partir de un reductor a un oxidante vifa una serie de
conponentes redox unidos ya sea a la membrana celular

(bacterias) © a membranas internas de ciertos organelos



{mitocondria) (Alberts, et al 1986). Este proceso va
acompaftado por un cambio en la energia libre el cual depende
de la diferencia de potencial redox del donador y el
aceptor,

El ciclo de Krebs (descubierto en 1937} es responsable
aproximadamente en dos terceras partes de la oxldacisén total
de los compuestos de carbono en la mayoria de las células.
Sus principales productos finales son COp , NADH y FADH;.
Los dos #ltimos transportan sus electrones hasta la cadena
respiratoria, al final de 1la cual estos electrones son
utilizados para reducir 0; a Hp0.(Lenhinger, 1985).

El ciclo empieza {Fig.2), con la condensacién del
carbono del metilo del grupo acetilo del AcetilCoA con el
grupo carbonilo del oxaloacetato; esta reaccién es
catalizada por la enzima citrato sintetasa, se cree gue el
citril CoA es un intermediario transitorio en la reaccisn de
la citrato sintetasa, este se forma sobre el sitio activo de
la enzima y se experimenta una hidrdlisis con formacién de
CoA~SH libre y de citrato, que se liperan del centro activo.

De citrato a isocitrato la reaccién es catalizada por
la aconitasa, esta contiene dos dtomos de hierro y azufre
adcido 14bil; promueve la adicién reversible de agua al
eniace doble del cis-aconitato, unido a la enzima de dos
formas diferentes, una que conduce al citrato y otra al

isocitrato.
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interviene una enzima especifica asociada a la generacién de
NADH y FADHp. (Avers, 1982).



En la siguiente etapa se deshidragena el isocitrato y
se desprende CO; para formar a-cetoglutarato; por medio de
la reaccién catalizada por la isocitrato deshidrogenasa, una
dependiente de Nap*t {(mitocondria) Y otra de NADP
(mitocondria y citosol), predominando la primera.

In vitro la enzima necesita de Mg2* o Mn2' para su
actividad y ésta es parcialmente inactiva en presencia de
ADP.

El a-cetoglutarato se descarboxila y forma succinil CoA
y €Oz por la accién del complejo de la a-cetoglutarato
deshidrogenasa. Este complejo esta formado por tres enzimas
andlogas a las del sistema del piruvato; asi, como una
enzima unida al TPP, Mg?t, coa, NaD*, FAD' y 4cido lipoico.
Peroc no posee un mecanismo regqgulador tan completamente
elaborado como lo es el de la PDH.

El producto siguiente es el succinil CoA (de elevado
contenido energético); en las células este pierde su grupo
CoA por una reaccién acoplada en la que la ruptura del
enlace tioéster va acompafiada de la fosforilacidén del GDP a
GTP.

La enzima que cataliza la reaccisn es la succinil coA,
hay formacién de succinato libre y provoca la formacién del
grupo fosfato terminal de energia elevada en el GTP, a
partir del GDP y Pi; a expensas de la energia libre liberada
en la ruptura del Succinil CoaA.

En esta reaccién se conserva la energia libre y tiene

una etapa intermedia en la que la molécula de la enzima se



fosforila en un resto de histidina del sitio active. Este
grupo fosfato, se transfiere del GDP formando GTP; esta
formaclién acoplada del GTP se lleva a cabo debido a 1la
energia libre de 1la descarboxilacién Axidati_.va del a-
cetoglutarato y es una fosforilacién a nivel de sustrato
acoplada al transporte de electrones.

El GTP formado por la sintetasa del Succinil CoA transfiere
su grupo fosfato terminal al ADP para formar ATP mediante la
accién reversible de la difosfoc;uinasa de nucleésido.

En la etapa siguiente el succinato se deshidrogena y

forma fumarato por la succinato deshidrogenasa 1la cual
contiene un dinucleétido de flavina y otro de adenina. Este
grupo prostético funciona como aceptor de hidrégeno.
La succinato deshidrogenasa (inhibida competitivamente por
malonato) se halla unida a la membrana mitocondrial intérna;
contiene un Fapt y dos centros ferrosulfurados, uno due
contiene 2 y otro 4 &tomos de hierrc los cuales cambian de
valencia Fe(II) a Fe(III) y asi se transportan electrones.

La hidratacién reversible del fumarato a malato esti
catalizada por la fuwarasa, esta enzima, hidrata el doble
enlace en posicién trans del fumarato; consta de 4
subunidades las cuales son cadenas polipeptidicas y no
necesita de una coenzima.

En la tltima reaccisén del ciclo de Krebs el malato es
oxidado por la malato deshidrogenasa dependiente de NaDt 1a
cual se encuentra localizada en la matriz mitocondrial y

cataliza 1la deshidrogenacién del malato generando una

10
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molécula de oxaloacetato finalizando asi el ciclo.

Del ciclo de Krebs se eliminan 2 &tomos de carbono en
forma de CO, Y se regenera una molécula de oxaloacetato,
ademés, de la eliminacién de 4 pares de &tomos de hidrégeno
por deshidrogenacién enzimitica; 3 pares reducen 3 moléculas
de Nap* a NADH y un par reduce el FaDt de la succinato
deshidrogenasa a FADHp (Stryer, 1975).

Los 4 pares de electrones de los &tomos de hidrégeno
circulan a través de la cadena de transporte electrénico
hasta el oxigeno molecular con la formacién de 4 moléculas
de H30, 3 de ATP, 3 de NADH y 2 de FADHs. Como subproducto
del ciclo se formé una molécula de GTP.

Las etapas de deshidrogenacién antes mencionadas
proporcionan poder reductor a la cadena respiratoria en
forma de NADH y FADH3.

Este ciclo estd regulado, por la sintesis del citrato
desdt-a oxaloacetato y ACoA por lo que se considera un
importante punto de control, la IDH estinulada
alostéricamente por ADP aumenta la afinidad por sus
sustratos. S5Si se une NAD+, Hg2+ y ADP es mutuamente
cooperativa; el NADH inhibe a la IDH desplaza directamente
NAD*, también es sensible a ATP y el tercer sitio de control
en el cicle es la a-cetoglutarato deshidrogenasa inhibible
por succinil CoA y NADH (Stryer,1975).

Aunque el ciclo de Krebs forma una parte muy importante
del metabolismo aerébico ninguna de las reacciones que

conducen a la produccién de NADH y FADHp utiliza



directamente el oxigeno molecular . Esta es funcién
exclusiva de la serie final de reacciones catabélicas que

tienen lugar en la membrana mitocondrial interna.

1.5 CADENA DE TRANSPORTE D.B ELEBCTRONES Y BINTESIS DE ATP.

A la transferencla de electrones Yy los complejos
resplratorioes, (Fig.3) estd acoplada la translocacién
vectorial de protones a través de la membrana esto permite
crear un potencial electroguimico gue puede ser utilizado
para sintetizar ATP de acuerdo con el mecanismo
quimiosmético de Mitchell (Nicholls, 1982).

Las reacciones de los conplejos repiratorios son
medidas por moléculas pequefias y difusibles como flavinas,
centros Fe-S, complejos Fe-hemo (de los citocromos) vy
complejos Cu,

Las reacciones de transferencia de electrones en la membrana
tienen caracteristicas que las hacen distinguirse de otros
procesos celulares gque involucren cambios redox. Primero
ocurren rapidamente en un rangoe amplic de distancias
moleculares (>>104), segundo los eventos de transferencia de
electrones son frecuentemente acompafiados por cambios
pequefios en la estructura de los sitiocs redox; finalmente,
muchos complejos transferidores de electrones son bombas de

iones (por ejemplo; citocromo C oxidasa).

12
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Los pares de elactrones procedentes de les
intermediarios del ciclo de Krebs y de otros sustratos, son
transportados a 1o largo de la cadena respiratoria hasta el
oxigeno, dGltimo aceptor de electrones en la respiracién.
Este proceso de transporte electrénico genera gran cantidad
de energia la cual se utiliza para la conversién de ADP + Pi
en ATP y es llamado fosforilacién oxidativa.

SegGn la hipétesis quimiosmética leos intermediarios
gquimjcos de alta energia son substituidos por una conexién
entre procesos quimicos y de transporte. (Mitchell,1975).

Cuando los electrones de alta energia de los hidrégenos
del NADH y el FADH son transportados a lo large de la
cadena de transporte electrénico , la energia liberada, cada
vez qué pasan de cliertas moléculas portadoras a la siguiente
es utilizada para bombear protones a través de la membrana
interna, desde la matriz hasta el espacio intermembranal.
Esto crea un gradiente electroquimico de protones a través
de 1la membrana mitocondrial interna, y el reflujo de
protones a favor de este gradiente es utilizado a su vez
para impulsar, a través de una enzima ligada a la membrana,
la ATP sintetasa, la conversién de ADP + Pi en ATP,
completando el proceso de la fosforilacién oxidativa.

El ADP es 1l1llevado a la matriz mitocondrial por un
sistema de transporte de intercambio ADP-ATP, por cada
molécula de ADP introducida una molécula de ATP es
desplazada hacia afuera a favor del gradiente

electroguimico.
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Sintesis de ATP. (Avers,modificado 1982).



otra funcién del gradiente consiste en el bombeo de
ca?+ desde el citosol (la concentracién se tiene gque
mantener en un cierto valor <10 uM) ya que pequefias
alteraciones de la concentracién cites6lica de ca2¥ son
sefiales que regulan varios procesos celulares.

cuanto mayor sea la cantidad de energfia del gradiente
electroquimico utilizada para transportar iones y moléculas
hacia el interior de la mitocondria menor ser& la que quede
disponible para impulsar la sintesis de ATP a través de la
ATP sintetasa. Esta enzima también llamada ATPasa FFgp esta
compuesta por dos sectores, el F; se proyecta hacia la
matriz desde la membrana interna y se halla unida mediante
la porcién Fg inmersa en la membrana interna.

La Gltima oxidacién se realiza a trav&s de una via que
utiliza loas intermediarios del transporte electrénico, 1los
cuales captan la energia a medida que es liberada y 1la
emplean para impulsar la reaccién ADP + PLi = ATP + H0
(Nicholls,1982).

Las moléculas gue deben ser oxidadas , son hidrégenos
en vez de hidratos de carbono y la via indirecta implica 1la
separacidn de los 4&tomos de hidrégeno en protones y
elaectrones, y 1los protones van hacia el ambiente acuoso
donde permanecen hasta que los electrones alcanzan a la
citocromo oxidasa que promueve su transferencia hasta el
oxigeno el cual es el aceptor electrénice final de la cadena

respiratoria.

15
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Las meléculas gque transfieren electrones y las
moléculas de enzima gque sintetizan: el ATP promueven la
entrada de piruvato, fosfato y ADP y la salida de ATP
durante la fosforilacién que ocurre dQurante la ogidaciﬁn.

La mayor parte de los pares de electrones que =se
incorporan a la cadena respiratoria proceden de las
deshidrogenasas gque utilizan los nuclebtidos de piridina,
Nap* y NADP como aceptores de electrones. (Lenhinger,1985).

La cadena de transporte de electrones consta de
deshidrogenasas unidas a piridin nucleétidos, a flavin
nucleétidos, citecromes o cowmplejos I, II, III, IV, (Fig.4.)

El complejo I constituide por 1la NADH ubiguinona
oxidoreductasa, esti formado por 25 polipéptidos diferentes,
ademds de FMN, ferrosulfoproteinas, ublquinona o coenzima Q
y fosfolipidos.

Su funcién es transportar electrones del NADH a la
coen;ima Q, que es el G(nico componente de la cadena que no
se encuentra covalentemente unido a otra proteina y funciona
como acarreador m6vil de electrones entre las flavoproteinas
y los citocromos. El transporte de electrones inducido por
este complejo es inhibido por rotenona, piericidina A,
barbitiricos, demerol y mercuriales, estos actuan impidiendo
la reduccién de 1la coenzima @ y 1la oxidacién de las

proteinas ferrosulfuradas (Martinez y Chévez,1988).
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rig.4. Distribucién de los complejos respiratorios dentro de
la membrana interna mitocondrial los cuales intervienen en
el transporte de electrones. (Gonzdlez-Halphen,1990).



El complelo II estd formado por la succinato-ubiquinona
oxido~reductasa. Su principal componente es la succinato
deshidrogenasa, la cual participa en el ciclo de Krebs. La
enzima contiene un FADT unido covalentemente y dos centros
FeS, la otra subunidad solo contiene un centro FeS. La
funcién de este complejo es transportar electrones del
succinato a la ubiquinona, aunque también los puede ceder a
otros aceptores artificiales come el ferricianuro y el
metasulfato de fenacina.

La ubiquinona: citocromo ¢ oxidoreductasa, conforma el
complejo III. Formado de 10 polipéptidos, tres de los cuales
estéin asociados a los centros redox, estos son los hemos
bggz: bsgg Y c. La funcién de este complejo es la
transferencia de electrones de 1la dehidroubiquinona al
citocromo c. Se han propuesto dos mecanismos de
translocacién de protones, el ciclo de la coenzima Q y el
ciclo del citocromo b,

Este complejo es inhibido por antimicina, HQNO,
mixotiazol V' 2,3 dimercaptopropanol (Martinez Y
Chévez,1988).

EL citocromo b localizado en la parte media de 1la
bicapa membranal, la porcién catalitica del citocrome c; se
encuentra del lado citosélico de la membrana, el citocramo c
tiene una localizacién periférica.

La citocromo oxidasa constituye el complejo IV, es una
enzima compuesta por los citocromos a (lado citopldsmico) y

a3 (matriz), esta cede electrones al oxigeno molecular. Se
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estima que la reacci6én de la citocromo oxidasa utiliza el
90%- del. consume total de oxigeno de 1la mayoria de 1las
células. La citocromo oxidasa es una proteina integral
formada de 6 subunidades. Este complejo es inhibido por CN,
N3, €O, CO4, SH; el cianuro y la azida reaccionan con 1la
forma férrica de este transportador, mnmientras gque el cO
inhibe la forma ferrosa.

La sintesis de ATP, (Fig.3) se lleva a cabo durante el
transporte de electrones desde el NADH hasta el oxigeno
molecular, esta acoplade a la translocaciédn de protones
desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal
de las mitocondrias. Esta translocacién es llevada a cabo
por tres de los complejos de la cadena respiratoria (I, III
y IV) les cuales son sitios generadores de s, (Mitchell,
1975) .

Algunas sustancias quinicas llamadas agentes
dasaéoplantes impiden 1la fosforilaci6n del ADP a ATP al
desacoplar reacciones entre el transporte de electrones y la
sintesis de ATP. Estos aumentan la permeabilidad de 1la
membrana interna con respecto del u*, Por ejemplo el 2,4
dinitrofenol y el CCCP son sustancias lipofilicas capaces de
unir HY a un lado de la membrana y transportarlos hacia el
lado en que la concentracién de u* es inferior.

1.6 CONTROL RESPIRATORIO (CR).

Como se menciond anteriormente las mitocondrias en el

Gltimo paso consumen oxigeno durante el transporte de

electrones.
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La presencia de ADP y el Pi en concentraciones
limitantes en el medio de respiracién induce una
estimulacién en el consumo de oxigeno (edo.3). Esta
estimulacién se debe a la fosforilacion del ADP en la
mitocondria e induce un incremente en la oxidaci6n de
sustratos, con el consecuente incremento de coenzimas
reducidas para la cadena de transporte de electrones, gque
son capaces de denerar el potencial electroguimico para
sintetizar ATP a partir de ADP adicionado (Martinez vy
Ch&vez,b 3988) .

La estimulacién del consumo de oxigeno determina cuando
el ADP es transformado en ATP, lo que sugiere que el ADP es
un regulador de la cadena de transporte de electrones;

d és el transporte de electrones regresa a su estado

basal y hay poco consumo de oxigeno a este estado de la
respiracién se la denomina edo.4.

El control respiratorio es un parémetro que nos permite
conocer el estado de acoplamiento entra 1la cadena de

transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa.

1.7 ADP/O

Es un parametro m&s para determinar la capacidad que
tienen algunos sustratos para permitir la sintesis de ATP en
las mitocondrias. La cantidad de ATP sintetizado que puede
ser apoyada peor un sustrato dependexd de las coenzimas gue

participan en su oxidacién (Martinez y Chévez,1988).
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Se determina por medio de 1la aceleraciétn de la
respiraci6n en estado 3 obtenida cuando se mide una pequefia
alicuota de ADP que es agregada a las mitocondrias.

Casi la mayoria del ADP agregado se tosforilla a ATP, la
relacién ATP/ADP es tipicamente 100:1 cuando se recupera el
estado 4, la ADP/O se obtiene de los mismos trazos que son
utilizados para calcular el CR, la relacién de nmolas de ADP
agregado/nidtomos de oxigeno consumido.

Por sustratos gque reducen 7.0 {malate, isocltrato, a~
cetoglutarato) el valor teérico es 3, lo que significa que
por cada oxigenc consumido se sintetizan tres moléculas de
ATP; mientras que para sustratos que reducen al rrO*

(succinato) el valor de ADP/O teSrico es de 2 (Hatefi,1985).

1.8 BIOLOGIA DE Euglena

Euglena gracilis es un organismo muy interesante por su
origen y caracteristicas animales, de plantas superiores y
algunas exclusivas del grupo, como la de obtener enérgia por
medio de fermentacién de ésteres de cera; ademis, presenta
una amplia capacidad adaptativa en cuanto a metabolismo,.
puede llevar a cabo la fotosinteis Yy crecer
heterotréficamente en la obscuridad usande como sustratos
acetato, succinato, G+M, glucecsa e incluso etanol; en ambos
casos varia la forma de moléculas orgdnicas utilizadas y la
serie de factores de crecimiento requeridos; incluso 1las
diferentes cepas de Euglena gracilis se diferencian entre si

ya que algunas tienen la capacidad de crecer en hidratos de
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carbono y otras no (todas en acetato),tienen necesidades
orgadnicas variadas (amino&cidos, ‘purinas, pirimidinas,
factores de crecimienpo, etc.) incluso cuando se desarrollan
heterotréficamente presentan una amplia capacidad sintética,
por lo cual todavia necesitan incorporar nutrientes
inorgsnicos (Buetow, 1968; 1989).

En los Gltimos afios se han efectuado un gran nGmero de
investigaciones protozool6gicas, dirigidas en parte al
conocimiento directo de estos organismos y sobre todo al
estudio de fendémenos bilol6gicos generales por ser un
excelente materlial a nivel celular teniendo la ventaja de
poder obtener un gran nimerc de células idénticas e incluso
en el mismo estadio de crecimiento.

Los estudlios con cultivos axénicos han tenido mucha
importancia en el entendimiento de los sistemas bioquimicos
gue utilizan los protozoos para las interconversiones entre
moléculas orginicas, a fin de obtener energia y los tipos de
moléculas requeridas para las reacclones sintéticas como:
sintesis de proteinas, fotosintesis, hidratos de carbono,
ciclo de los &cidos tricarboxilicos, ciclo del glioxilato,
oxidacioén de &cidos grasos, etc. (Sleigh, 1986).

EBuglena gracilis, (Fig.5) proporciona un modelo
experimental muy interesante para el estudio de muy diversas

funciones, en este caso mitocondriales.



Pig.5. Electromicrografia en transmisién de Euglena
gracilis, mostrando algunas de sus estructuras, en células
crecidas en ausencia de luz. Obtenida por Armando Zepeda R.
Y Rodrigo Velazquez E. en el Depto. de Microscopia
Electrénica del Inst., Nal, de cardiologia "Ignacio Chéavez".
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E1 género Euglena presenta una distribucién muy amplia
encontrandese en muy diversos habitats: agua dulce, salobre,
&cida, alcalina, en condiciones aerobicas, anaercbicas;
existen formas solitarias, coloniales "palmelas" y pardsitas
(vVickermann y Cox, 1967; Buetow, 1968).

Los Euglénidos son un grupo taxonémicamente
problematico por el hecho de presentar caracteristicas
animales y vegetales por 1o dque, han sido ubicados tanto en
el Reino Animal como en el Vegetal.

Desde el punto de vista botdnico pertenecen a 1la
divisién Fuglenophyta (del griego eu-~verdadero, glene-globo
ocular b4 phiton-planta), clase Euglenophyceae
(Margulis,1981) al igual que en 1la clasificacién de
Whittaker y Margulis 1978. Se sugiére que de agui derivaron
algas como las Clorophytas y Charophytas las cuales a su vez
dieron origen a Traqueofitas y Briofitas respectivamente.
{Whittaker, 1978).

La propuesta actual de ubicacién taxonémica de éste
grupo (Margulis et al, 1990) es la siguiente:

Reino Protoctista
Phylum Euglenida
Clase Euglenophyceae

Segdn Levine y col. la clasificacién es la siguiente:
Reino Protista
Phylum Sarcomastogophora
Subphylum Mastigophora
Clase Phytoemastigophorea



25

orden Euglenida
Suborden Euglenina

Los zoblogos los han ubicado en el Phylum Protozoa,
clase Phytomastigophorea.

Esta clasificacién es diffcil ya que como se mencioné
anteriormente presentan caracteristicas de aniuales (Fig.6)
presentan en la parte anterior por donde entra al alimento
una invaginacién que consiste de un canal estrecho que se
expande posterilormente en un reservorio en donde se vacia la
vacuola contractil.

Euglena gracilis presenta dos tipos de flagelos (Fig.7)
unidos a los blefaroplastos en la base del reservorio, uno
interno que no emerge del reservorio usualmente unido al
fotoreceptor y el cual probablemente contribuye a 1la
transmisién de sefiales, y otro que se extiende mis alls de
la abertura anterior siendo el responsable del movimiento;
este. es helicoidal ; puede desplazarse a lo largo del
flagelo en ambos sentidos, pero es mucho mas frecuente que
las ondas de movimiento se originen en la bhase del flagelo
que en su extremo (Sleigh,1986). Este flagelo presenta una
hilera de filamentos delgados (microfilamentos) los cuales
modifican el movimiento del agua que es producido por 1la
ondulacién flagelar.

Presentan una mancha ocular o estigma con un pigmento
llamado astaxantina como el que se encuentra en crustéceos

(Buetow, 1968) .
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rig.e. Esquema de Euglena indicando sus estructuras
caracteristicas (Buetow, modificado 1968).



Fig.7. Electromicrografia en barrido. Se observa el flagelo
locomotor de Euglena gracilis, el cual sale del reservorio,
de células de un cultivo en ausencia de 1luz. Obtenida por
Armando Zepeda R. y Rodrigo Velazquez E. en el Depto. de
Microscopia Electrénica del 1Inst. Nal, de Cardiologia
"Ignacio Chavez".



como todos los protozoariocs excepto amibas poseen una
membrana celular externa relativamente rigida denominada
pelicula la cual presenta estrias en espiral (Fig.8), abajo
de estas se localizan los microtGbulos paralelos; su
relativa flexibilidad o elasticidad parece tener alguna
relacién con 1la orientacién de las estriaciones de 1la
pelicula. Esta presenta un mecanismo contréctil,
citoplasmico esencialmente ameboide.

Leedale en 1969, propusc que la pelicula era de origen
proteico tal vez queratina o elastina.

Se han encontrado fosfatasas &cldas en la pelicula
{Sommer y Blum, 1965).

Adyacentes a la pelicula se encuentran mucocistos los
cuales secretan material mucoide o mucilago el cual tiene la
funcisén de 1lubricar entre los surcos o estrias de 1las
ondulaciones durante las contracciones , fenémeno muy
similar en diatomeas para adeherirse al sustrato.
(Vickermann y Cox, 1967; Buetow, 1968; 1982).

Nakano et al, 1987 al aislar la pelicula y analizarla
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mostraron un alto contenido de protefnas, lipidos vy

carbohidratos de 68.7%, 17.9% y 13.5% respectivamente. La
composicién de aminodcidos es alta, prolina (13.91%), valina
(10.85%) y alanina (11.54%) este contenido, contribuye a la
flexibilidad y elasticidad de las células de Euglena.

La composicién de los lipidos polares de la pelicula es muy

similar a la encontrada en biomembranas de otros organismos



Fig.B. Micrografia electrénica en barrido. Se observan
claramente las estriaciones de la pelicula o membrana
externa celular de Euglena gracilis. cCélulas crecidas en
ausencia de luz. Obtenida por Armando Zepeda R. Yy Rodrigo
Velazquez E. en el Depto. de Microscopia Electrénica del
Inst. Nal. de Cardiologia "Ignacio Chavez".



La proporci6én de proteina a 1lipidos es de 3.8 en
Euglena mientras gue las proporciones'en membranas celulares
eucariontes varia entre 1.0 y 2.0.

Otra caracteristica Gnica es su contenido relativamente
alto de carbohidratos. lLa pentosa y la metilpentosa componen
el 80% del total de los azGecares; esto difiere de otras
biomembranas de organismos en donde el mayor componente es
la hexosa., Solo presenta un aminoazGear, la glucosamina; la
galactosamina es un componente comGn en muchas biomembranas
pero esté ausente en la pelicula de Euglena gracilis.

En cuanto a las mitocondrias, &stas varian en cantidad

segin el volumen del citoplasma, tamafio y estructura,
presentan una superficie irreqular (Leedale et al, 1969).
La mitocondria est&d limitada por dos membranas de 60 A
aproximadamente (Gibbs, 1960) las cuales contienen enzimas
gue intervienen en el ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa.

La membrana interna estd rodeada por una zona
cristalina.

La membrana externa es irregular (Leedale et al, 1965)
Y por micré&scopia electrénica se sabe que existen dos formas
de mitocondrias segGn las condiciones de crecimiento del
cultivo y la fuente de carbeno; una grande en forma de red
(grande) filamentosa y ramificada que recibe el nombre de
reticulo mitocondrial el cual ocupa del 15 al 16% del
volumen total de la cé&lula, esta puede ser temporal

(Calvayrac et al.,1972.,1974., Ledoight et al., 1972.,
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Lefort-tran, 1975) y otra pequefia y redonda (distribuidas en
toda la cé&lula).

otros microrganismos presentan reticule mitocondrial
Microsomas pusilla, Trachelomonas, Mencideum y Rhabdmonas,
Chlamydomonas y Chlorella, hongos, levaduras ¥y plantas.

Osafune et al., 1987 observé cambios din&micos en la
morfologfa del condrioma de Euglena gracilis crecida en la
obscuridad y en fase estacionaria; una forma reticular,
granular y otra intermedia entre ambas y que esto dependia
aparentemente del ciclo celular, fuente de carbono y
presencia o ausencia de inhibidores.

En cuanto a la divisién de 1la mitocondria se han
propuesto dos modelos, uno propone que durante la divieién
celular todo el condrioma se divide y otro que se fragmenta
previamente en muchas mitocondrias las cuiles se reparten en
las células hijas (Buetow, 1989).

-Brandes et al., 1964 reporté que por astudios
citoquimicos algunas mitocondrias muestran actividad de la
fosfatasa dcida y que los sitios de reaccién invariablemente
aparecen como agrupaciones separadas de la zona cristalina,
de la matriz o de ambas.

Existen diferentes tipos de mitocondrias segGn las
condiciones de crecimiento del cultivo y 1la fuente de
carbono. Cuando a Euglena gracilis se le mantiene en ayuno,
sin fuente de carbono muchas de las mitocondrias quedan
encapsuladas en una como membrana gue es comparakle con

vacuolas autofigicas encontradas en células de organismos.
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Al igual gue las plantas poseen cloroplastos (Fig.9)
crecidas en presencia de luz, realizan fotesintesis usando
agua y COp como sustratos y liberando Oy; sin embargo, no
son capaces de crecer sélo por fotosintesis necesitan
vitaminas como B12, aminodcidos y una fuente de carbono
{Calvayrac, 1970).

Los cloroplastos son muy similares a los gQue se
presentan en las algas verdes; excepto por la membrana gque
los cubre: doble en algas verdes y triple en Euglena
gracilis. Poseen clorofila a y b , B-carotenos y
derivados carotenoides (aloxantina, anteroxantina,
astaxantina) (Buetow, 1968).

A diferencia de animales y plantas ; Euglena gracilis
forma paramilo, (Fig.5) un polimero glucosfdico con enlaces
B-1-3 entre los monosacidridos. Se ha observado gque al
crecerlas sin fuente de carbono aumenta considerablemente la
cantidad de paramilo (Malkoff y Buetow, 1964) y es utilizado
en peri&dos de obscuridad (Cook, 1966). Presentan tetralosa
como segundo carbohidrate de reserva (Miyatake et al.,

1984) .
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Fig.s9. Electromicrografia en transmicién. Observandose
claramente los cloroplastos de Euglena gracilis crecida en
presencia de luz en un medio de cultivo Cramer-Myers.
Obtenida por Armando Zepeda R. y Rodrigo Velazquez E. en el
Depto. de Microscopia Electrénica del Inst. Nal. de
Cardiologfia "Ingacio Chavez".




En cuanto a la reproduccién no es de tipo sexual y no
se presenta meiosis. Su reproduccién’ es asexual por fisién
longitudinal binaria con divisi6n simetrogénica (Fig.l10); es
decir que produce células hijas én imagen especular; el
tiempo varia de 10-14 hrs. dependiendo de la fuente de
carbono (Sleigh, 1986).

Se ha observado la formacién del huso mitético, perc no
forma placa ecuatorial metafdsica y 1los cromosomas que

carecen de centrémeros se desplazan hacia los polos de
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manera auténoma. Antes de que haya divisién los flagelos se

desplazan al mismo extremo; después se divide el genoma y
por Gltimo la célula se divide longitudinalmente.

Para su crecimiento el rango de pH del medio de cultivo
puede variar de 2.8 a 7.8; pero el pH 6ptimo depende de la
fuente de carbone del cultivo (Cook, 1968). Sobrevive a
condiciones extremas de anoxia o altos niveles de radiacién
ioniéante (Buetow, 1989) y algunos de estos organismos son
capaces de soportar altas concentraciones de metales pesados
{Danforth, 1953).

) Son resistentes a cadmio 5x107%M Yy cobre, eate
necanismo de resistencia estd basado en la exclusién celular
que parece estar relacionada con la disminucién del material
orgénico (Bariaud y Mestre, 1984), este material puede

detoxificar también cobalto y zinc externamente.



FPig.10. Reproduccién asexual de Euglena gracilis por fisién
longitudinal binaria con divisién simetrogénica, de células
crecidas en ausencia de 1luz.

A. Fetomicrografia en contraste de fases.

B. Micrografia electrénica en barrido.

Obtenida por Armando Zepeda R. y Rodrige Veldzquez E. en el
Depto. de Microscopia Electronica del 1Inst. ©Nal, de
cardiologia "Ignacio Chavez". ¥
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En Fuglena gracilis el mnecanismo de tolerancia al
cadmio puede no ser explicado por detoxificacién del cadmio
externo, perc estd asociado con la disminuci6tn de captacitn
de cadmio por las células (Bariaud, 1982). Por otra parte,
el cadmio provoca cambios en la ultraestructura de las
mitocondrias dafiande algqunas de las enzimas involucradas en
la respiracién (Duret et al., 1986). También se han
reportade (Kahn, 1974) cultivos de células resistentes a
dinitrofenol (DNP), aumentando esta resistencia si son
crecidas en presencia de arsenato, se mencionan que ésta
adaptacién es similar a la que se observa en Tetraymena
pyriformis en cuanto a su resistencia a cilanuro, por otra
parte tambiém son resistentes a CCCP y "1799" (Khan, 1974).

En el medio de cultivo se requiere de azufre en forma
de sales de sulfato como en plantas ya que en animales se
necesitan formas reducidas; hierroc a bajas concentraciones
5x10;7H; zinc el cual es muy importante ya que la densidad
final de las poblaciones es funcién lineal de la cantidad
inicial de zinc entre 0-15pg/l (Buetow,1989).

Wacker en 1962, sefiala que la sintesis de proteinas
disminuye por deficiencia de zinc.(Wacker, 1962).

En cuanto al nitrdgenoc se requiere de sales de amonio o
algunos aminodcidos, observéndose gr&nulos de polifosfato en
el citoplasma cuando no hay sintesis de plistidos por lo que
es posible que al igual que las bacterias heterétrofas lo
utilicen como fuente de energia y los requerimientos de

oxigeno son muy importantes para un cultivo &ptimo.
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51 carecen de fuente de carbono la actividad de 1las
enzimas disminuye, hay una vacuclizacén en el retficulo
endoplismico y se formam citolisosomas los cuales rodean a
la membrana. Estos cambios van acompafados de una
dieminucién en el RNA, protelnas y capacidad oxidativa (Blum
y Buetow, 1963).

Necesita de otros minerales traza, perc en mucho menor
proporcién que 1leos ya antes mencionados, como cobre,
molibdato, manganeso, boro y cobalto entre otros.

En cuanto al requerimiento vitaminico, la vitamina B33
(cianocobalamina) es muy importante, su ausencia reduce la
cantidad de ribonucle6tidos, propicia un desbalance en el
crecimiento del cultive, retarda la citocinesis y
cariocinesis en la divisi®dn de cloroplastos y mitocondrias,
conduciende a un incremento en el naGmero de estos organelos
por célula. Por otra parte la deficiencia de Bj;, no parece
afectar la respiracién en Euglena por lo menos a nivel de
consumo de oxigeno (Seeger, 1991).

Las cé&lulas que son crecidas en deficiencia de Bj3
muestran una mayor acumulacién de paramile y carotenos que
en células normales (Buatow, 1968).

La vitamina B; (tiamina) al ser deficiente, causa
efectos pero no tan obvios como la Bjj.

En el metabolismo de Euglena se han encontrado enzimas
de la gluc6tlisis, aldolasas clase I y II; la primera se
encuentra en animales, plantas y protozoarios, la II en

hongos, bacterias y algas verde azules.



En Euglena gracilis y Chlamydomonas reinhardi se
encuentran ambos tipos (Buetow, 1982; 1989).

De la ruta del glicolato, solamente se ha descrito la
glicolato >deshidrogenasa (Lord y Merret, 1971), primer
enzima de la via en algas verdes y en plantas estd presente
la glicolato oxidasa.

En Euglena hay sintesis de 4cidos grasos pero a
diferencia de los mamiferos no incorporan malonil CoA a los
&cidos grasos y esta sintesis es sensible a avidina.

La sintesis de paramilo, durante la fase exponencial de
crecimiento en la obscuridad se observan en las células
zonas blanguecinas que son sitios de sintesis y almacen de
paramilo (Fig.5).

Todas las enzimas de la ruta oxidativa de la pentosa
fosfato estédn presentes al igual que las del ciclo del
glioxilato y probablemente ciclo de Calvin, perc a
difeéencia de plantas superiores no se forma sacarosa como
producto principal fotosintético debido a la ausencia de las
enzimas que transforman fructuosa 6-fosfato en UDPG.

En la relacién con la fijacién heterotréfica de CO,,
Lynch y Calvin en 1953, reportaron en Buglena gracilis 1la
capacidad de producir &cido ﬁalico, citrico, asp&rtico y
glutdmico (productos tipicos de fijacién de carbono no
fotosintética) ademis, tiene la capacidad de formar varios
compuestos fosforilados que son productos tipicos de 1la
fotosintesis, esta capacidad no se encuentra en otros

micoorganismos.
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Este género lleva a cabo la fermentacidén de ceras en
condiciones de anaerobiosis o creciendo en sustratos que no
estinulen el consuno de oxfgeno como la glucosa, a
diferencia del acetate y el etanol que si lo estimulan, en

cuyo ‘caso, convierten @l paramilo en ésteres de cera

sintetizando ATP (Inui et al, 1982).

39



40

II ANTECEDENTES.

Por muchus afios se ha estudiadc a la mitocondria de
Euglena ya que presenta algunas funciones similares a las
descritas en mitondrias de mamiferos y plantas superiores,en
cuanto a la obtenci6én de energia: Cciclo de Krebs y
fosforilacién oxidativa.

Danforth en 1953, fue el primero en demostrar la
existencia del ciclo de Krebs en Euglena, al igual gue 1la
oxidacién de diversos sustratos, a diferentes valores de pH.
Asi, el etanol, acetato y lactato fueron oxidados a pH 7,
mientras gque el succinato, fumarato y malato fueron oxidados
en medio &cido, demostrando que las mitocondrias de Euglena
eran capaces de oxidar de 6 a 9 intermediarios del ciclo de
Krebs.

Actualmente existen investigaciones sobre 1la actividad
de las enzimas involucradas en el ciclo de Krebs y algunas
han sido aisladas y purificadas (Buetow, 1989)

Sin embargo, no se conocen los mecanismos gue regulan
la actividad de estas enzimas en la via. Exceptuando el
complejo de la PDH, la a~KGPH y la sintetasa del Succinil
CoA, las cuales son substituidas por la PPOR dependiente de
NADP, a-cetoglutarato descarboxilasa dependiente de TPP y
una succinato semialdehido deshidrogenasa respectivamente.

En las mitocondrias de Euglena se han reportado ademis
del ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa, la sintesis
aerdébica de lipidos (Grobovsky et al., 1979), B-oxidacitn de

dcidos grasos (Graves y Becker, 1974), activacién (Saidha et
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al,, 1985) y reduccisn (Brunold y Schiff, 1983) de los
sultatos, metabolismo del propionato por la ruta del lactato
(Yokota et al., 1982), sintesis de aminodcidos (0da, 1982;
Isegawa &t al., 1984), hidrSlisis de fosfato inorganico
(Miyatake y Kitaoka 1981), actividad de la adenilato cinasa
(Calvayrac, 1985) ciclo del glioxilato (Yokota et al., 1985)
y sintesis de paramilo y tretalosa como carbohidratos de
reserva en condiciones heterétrofas (Miyatake et al., 1986).
Por otra parte, si las cé&lulas son crecidas en
presencila de lactato como fuente de carbono acumulan una
gran cantidad de paramjlo en la fase exponencial del
crecimiento y éste disminuye en la fase estacionaria.

Se sabe que el calcio es un importante regulador del
metabolismo intramitocondrial en mamiferes, ya que actGa so
bre las enzimas que son el punto de control del ciclo de
Kreba, PDH, IDH y a~KGDH (Handsford, 1985, Moreno-Sanchez et
al,, 1988 y Moreno-Sdnchez et al., 1990).

8in embargo, Tamponnet (1989) <reportd un sistema
andlcgo en Euglena gracilis al sistema antiport ca2+/Na2+
encontrado en mitocondrias de mamiferos, lo que suglere gue
hay clerta sensibilidad a calcio y captacidn de é&ste.

En Euglena la fototaxis ha sido estudiada con varias
concentraciocnes de ca®*, las cuales son capaces de modificar
la velocidad y orientacién de la célula (Meyer y Hildebrand,

1988) .
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2.1 CICLO DE KREBS EN Xuglena

El complejo de la PDH no ha sido detectado en
mitocondrias de Euglena gracilis, (Inul et al., 1984). La
enzima que substituye este complejo es la PDHOR‘ la cual es
extremadamente sensible a oxfgeno, y el piruvato como
sustrato no es oxidado, en presencia de oxigeno este inhibe
la actividad de la enzima in situ, in vitro, y restablece la
actividad un 90%. En anaerobiosis la enzima no es sensible a
altas concentraciones de pi’ruvato. Esta parece ser la clave
para regular en la mitocondria la sintesis de &cidos grasos
y 1la fermentaci6én de é&steres de cera en condiciones
anaerobias.

La enzima tiene un centro fierro-azufre que contiene
TPP, sin embargo, no presenta un grupo prostético lipoil.

La actividad de la enzima disminuye en células crecidas
en un medio deficiente de tiamina y aumenta incubindola con
tier).:o 6 afiadiendo un agente reductor como el DTT en
atmbésfera de argdén o en 2-mercaptoetanol.

Su actividad no aumenta al agregarle TPP y MgCly a
diferencia de la ¢-KGDH. La PDHOR fue aislada y purificada a
30°C por XInui (1987, 1990). Es una proteina homodimérica de
un peso molecular de 309,000 Da, tiens una actividad da 0.6

pmoles/mg™1/min~1,
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rig.11. Ciclo de Krebs en Euglena gracilis. {Buetow,1989).
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El piruvato sufre una descarboxilacién a acetaldehido y
posteriormente se oxida para formar acetato y finalmente
producir AcetilCoA, ésto ocurre en levaduras y en Euglena o
bien, el piruvato pasa por una carboxilaclén oxidativa
directa a AcetilCoA en una sola reaccién como sucede en
mamiferos.

Se ha reportado (Yokota et al., 1982b; Inui et al.,
1982 y 1984b) en la mitocondria de Euglena un complejo de
la PDH dependiente de lipoato, CoA y NAD; este complejo esti
ampliamente distribuido en animales, plantas y algunes
microrganismos. Se ha demostrado la presencia de otra PDH
pero, dependiente de NADP, metilviolégeno y Fapt  como
aceptores de electrones. Esta enzima es fuertemente inhibida
por oxigeno y presenta algunas propiedades semejantes a la
Piruvato Sintetasa presente en bacterias anaerobias.
Se ha considerado de importancia en la fermentacién de
ésteres de cera.

citrato sintetasa. cataliza la reaccién de oxaloacetato
a citrato, y se encuentra localizada en la matriz
mitocondrial y 1los glioxixomas de Euglena gracilis;
participa en el ciclo del glioxilato (Graves et al., 1972;
Collins y Merret 1975). Aislada y purificada (Cannons y
Merrett, 1984), estd formada de una subunidad con un peso
molecular de 44,000 Da similar a la de otros eucariontes.

Aconitasa. Involucrada en la conversién de citrato a
isocitrato 1localizada en la membrana interna de la

mitocondria y detectada tanto en mitocondrias como en parti-
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culas submitocondriales (B&gin-Heick, 1973); en mitocondrias
Y glioxixomas (Cook y Carver, 1966. Cbok, 1968). Esta enzima
es inactivada en presencia de sacarosa, Yy a bajas
concentraciones de AMP, ADP y ATP.

Isocitrato Deshidrogenasa. Lleva a cabo la conversién
de isocitrato a a-cetoglutarato, se sabe que existen dos
formas que son dependientes de NADP las cuales se encuentran
localizadas en citoplasma y mitocondrias con Km de 7-20uM y
17-130u4M respectivamente, estas reguieren para una mayor
actividad de Mn2*t y wng?t (0oda et al., 1981) y 1la
dependiente de Napt s6lo se encuentra en mitocondria con Km
de 0.41mM (Collins y Merraett, 1975). En Euglena gracilis
s6lo estd presente la forma dependiente de NADY.

En mitoccndrias de animales y plantas el e-cetoglutarato
es convertido a succinato via de la succinil CoA catalizade
por el complejo multienzimitico de la
a-KGDH (Zubay, 1988). La conversién de succinil CoA a
succinato por la sintetasa del succinil CoA en una reaccion
en gue la energla del enlace tioéster y la enérgla gquimica
e5 usada para fosforilar GDP en animales y ADP en plantas
(Richter,1978). En Euglena gracilis no existe este complejo,
la enzima es substituida por 1l1la a- cetecglutarato
descarboxilasa (Fig.11), dependiente de TPP (parcialmente
purificada, pH 7, 35-40°C) presenta alta especificidad por
su sustrato y no es inhibida en presencia de oxaloacetato o
piruvato; su localizacién es en la mitocondria

exclusivamente (Shigeoka et al., 1986) requiere de MgCljp,



NADP y mercaptoetanol para su activacién. El valor de Km
para a-KG es de 33uM, TPP 56uM, MgCly; 93uM y NADP 38uM.

La enzima tiene un peso molecular aprox}mado de 248,000 Da y
estd compuesta de 4 subunidades idénticas con un peso de
62,000 Da cada una. No es estimulable su actividad por
adicién de ADP, AMP o ATP. El mercurio, niquel y cobre
inhiben la actividad de la enzima perc no asi la presencia
de oxigeno.

La succinato semialdehido deshidrogenasa (NAD+ y NADP).
La actividad de la forma dependiente de NADP es 8-9 veces
mayor que la dependiente de NaD* ,aislada y purificada, pm
150,000 Da (Tokunaga et al., 1976) la cual es activada
fuertemente por potasio pero no por sodic y ambas son
inhibildas por zinc (10uM). El valor de Km para el succinato
semialdehido fue de 1.66x10-3%M. Esta enzima forma parte de
l1a lanzadera del GABA ya que contribuye a la asimilacién de
glutamato, gque se¢lo como fuente de carbono soporta el
crecimiento de Fuglena (Kempner y Miller, 1965). Por lo
tanto, la adici6én de este al cultive incrementa la
actividad de la enzima.

Glutamato deshidrogenasa. La forma dependiente de NADP
est& localizada en la matriz mitocondrial en mamiferos y
Tetrahymena pyriformis (Smith et al., 1975); la dependiente
de ¥ADY en nmitocondrias Yy cloroplastos de plantas
superiores (Douce, 1985) su actividad neo ha sido reportada
en Euglena gracilis, pero si la dependiente de NADP en

citosol (Chaudhary et al., 1984).
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La oxidaci6én es pobre s6lo con glutamato pero al
afiadirle malato aumenta considerablemente la actividad por
la lanzadera del GABA (al igual que con TPP) que une al
&cido glutém:l:cc al ciclo de Krebs. Esta oxidacién esta
acoplada a 1la fosforilacién produciendo P:0 de 2.3-2.5
(Moreno-s&nchez y Raya, 1987) Yy de 2.5-2.8 (Merret, 1987).
En hongos 1a enzima se presenta en el citoplasma y Jjuega un
papel en la asimilacién de amonioc (Miflin, 1984).

Es fotoestimulable y tal vez juegue un papel importante
en la asimilacién de NHy y la fotoregulacién de esta

sintesis ocurre durante el dasarrollo dé los cloroplastos .

LANZADERA DEL GABA

En Euglena gracilis el &cido aminobutirico en el
metabolismo del glutamato involucra tres enzimas (Fig.11):
glutamato descarboxilasa, GABA-ax~-cetoglutarato
aminotransferasa y succinato semialdehido deshidrogenasa,
unidas al glutamato en el ciclo de Krebs.

Las mitocondrias de cerebro (Salganicoff y DeRobertis,
1965); e higado de rata (Brand et al., 1974) son permeables
al GABA. En estos tejidos la primera enzima de la lanzadera
es la glutamato descarboxilasa, la cual est4 localizada en
el citosol, las otras dos enzimas se encuentran en 1la
mitocondria (Salganicoff y DeRobertis, 1965).

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

Succinato deshidrogenasa. Localizada en la membrana



48

interna de 1la mitocondria, su actividad depende de 1los
nutrientes y la fuente de carbono del medio de cultiveo. Es
inhibida en presencia de cicloheximida pero no por
cloranfenicol 1lo cual sugiere que es sintetizada en el
citoplasma (Davis y Merret, 1974). Crecidas en glutamato
aumenta la actividad de la enzima dependiente de NADP.

En células crecidas en glutamato-malato como fuente de
carbono el valor de la Km es de 1.4mM y Vmax 0.47umol
min™! ng™! (Sharpless and Butow, 1970).

Esta enzima disminuye su actividad en presencia de oxigeno
{Blum, 1963; Begin-Heick,1973).

Fumarasa. Se encuentra localizada en la matriz
mitocondrial, aislada (Tokunaga et al., 1979) y purificada
por Shibata et al., (1985) consta de dos subunidades de
60,000 Da cada una, y la actividad es mayor en células

" erecidas fotoautotréficamente. La fumarasa que presentan las
células de Euglena es muy 1l4bill, se estabiliza por fierro y
reactivos sulfhidrilos (Susuki y Tamura, 1979), la enzima es
sensible a cicloheximida. Las células crecidas
heterotr&ficamente en la obscuridad muestran un incremento
en la actividad de 1la enzima al ser iluminadas o por 1la
adiciétn de etanol o malato (Buetow, 1989).

Malato deshidrogenasa. Cataliza la reaccién de malato a
oxaloacetato. Se han reportado dos formas una mitocondrial y
otra citoplasmica. La forma dependiente de NAD* se encuentra
en la matriz y esta presente exclusivamente en animales

(Zubay, 1988) y en plantas (Ritcher, 1978). En Euglena la
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forma dependiente de Nap* .ha sido aislada y purificada;
ademas, se han reportado 2 isozimas_una en citosol y otra en
peroxixomas pero con propiedades distintas.

La forma dependiente de NADP se encuentra en matriz en
un 42% y un 50% en el espacio intermembranal; localizada en
cloroplastos de plantas superiores (Slack, 1969; Ting y
Rocha, 1971).

Davis y Merret en 1974, reportaron una MDH en
peroxixomas de Euglena mostrando una fuerte inhibicién por
oxaloacetato. En Euglena gracilis se encuentran las dos
formas, Yy se localizan en mitocondria (69,000 Da) Yy
citoplasma (72, 400 daltones) (Peak et al, 1972). Isegawa

:(1984), y HMiyatake (1985a), encontraron una forma en matriz
Yy 1la otra en el espacio intermembranal, c¢on un peso
molecular aproximado de 71,000 Da.

La actividad de la MDH mitocondrial y la localizada en
pero*ixomas aumenta pero no asi la que se locallza en el
citoplasma.

En un cultivo de Euglena crecido heterotréficamente, se
encontré que en el citoplasma de 1as células existe un
complejo multienzimitico que consiaste de. fosfoenolpiruvato
carboxilasa, AcetilCoA carboxilasa y malato deshidrogenasa,
las cuales estén involucradas en el metabolismo de lipidos
(Wolpert y Ernst-Fonberg, 1975), La MDH de este complejo
muestra propiedades distintas de las otras iscenzimas.

La actividad de la enzima citoplésmica aumenta en

relacién con el crecimiento de la poblacién.



La actividad de la enzima mitocondrial aumenta el doble
por la adicién de glutamato y en un 50% al afladirle etanol o
succinato; sugirjendo que los intermediarios del ciclo de
Krebs regulan esta actividad.

La cicloheximida perc no el cloranfenicel inhiben la
sintesis de estas enzimas; y esto sugiere que son
sintetizadas en el citoplasma.

Se ha propuesto, (Isegawa et al., 1984; Miyatake et
al., 1985b) que la NAD-MDH participa en la lanzadera del
malate entre el citoplasma y la mitocondria y en que opere
el ciclo de Krebs en la mitccondria.

Yokota y col (1985) reportaron el papel fisiolégico de
la NADP-~MDH 1locallzada en el espacio intermembranal (51%) y
en matriz (42%).

§e ha observade gque 1la oxidacién del malate es
registente a antinicina de un 30-50% (Sharpless y Butow,

1970).

2.2 FOBFORILACION OXIDATIVA EN Euglena

Buetow y Buchanan (1964}, fueron los primeros en
investigar 1la fosforilacién oxidativa en mitocondrias de
Euglena gracilis, las mitocondrias no estaban acopladas, sin
contrel respiratorio (CR) y con P:0 (moléculas de ATP
sintetizado por cada ngatomos de oxigeno consumido) de 1
para léctico y succinato y de 2 para malato-glutamato y a-

KG como sustratos.
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La mitocondria aislada de células de Euglena Fig.1i2,.
oxida una gran variedad de sustratos, incluyendo NADH
extramitocondrial (Buetow y Buchanan, 1965; Sharpless y
Butow, 1970; Collins et.al., 1975; Kimmel y Brinkmann,
1988), lactato (Price, 1962, Rutner y Price, 1964; Sharpless
and Butow, 1970; Lord y Merret, 1971; cCollins et al., 1975;
_ Calvayrac et al. 1978; Tokunaga, 1979; Isegawa, 1984;
Buetow, 1989), Succinato ( Buetow y Buchanan, 1965;
Sharpless y Butow, 1970a, b; Khan, 1974; Datta y Khan 1977;
Tokunaga et.al., 1976; Kimmel y Brinkmann, 1988; y Moreno-
Sidnchez y Raya, 1987), Glutamato + Malato {Buetow y
Buchanan, 1965; Khan, 1974; Datta y Khan, 1877 y Moreno~
Sanchez y Raya, 1987}, Isocitrato, (Cook y Heinrick, 1968;
Graves et.al.,, 1972; .Collins y Merret, 1975; y Oda et.al.,
1981), Acetato (Danfort, 1957; y Cook y Heinrich, 1965},
Etanol (Buetow, 1961; y sSharpless y Butow, 1970b), Glicolato
(Lord y Merret, 1971), GABA (Tokunaga et al., 1978),
succinato semialdehido (Tokunaga et al., 1976), entre otros
Yy han sido reportadas pero, no la caracterizacién cinética
de 1las enzimas involucradas en 1l1la oxidacién de estos
sustratos.

Presentan una respiracién endbgena independiente del pH

Yy de 1la fuente de carbono del cultivo (Danforth, 1953)
adema&s de la habilidad de usar sustratos exégenos excepto
acetato. Esto sugiere que compensan sintetizando altos

niveles de enzimas responsables de la respiracién end&gena.
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Fig.12. Electromicrografia en transmisién: Mitocondrias
aisladas de Euglena gracilis, obtenidas por sonicacién de
células crecidas en Glutamato+Malato comc fuente de carbono
en ausencia de 1luz. Obtenidas por Armando Zepeda R.
Rodrigo Veladzquez E. en el Depto. de Microscopia Electrénica
del Inst. Nal. de Cardiologia "Ignacio Chavez".



La habilidad de usar acetato comc sustrato parece ser

una propiedad inducible en Euglena (Cook y Heinrich, 1965).

La oxidaci6én de algunos sustratos es sensible a
rotencna, antimicina, amital, cianuro, y oligomicina. Sin
embargo, esta sensibilidad es parcial, 1o cual sugiere 1la
existencia de una ruta alterna (Sharpless y Butow, 1970),
similar a la que se encuentra en mitocondrias de plantas
superiores, bacterias, algas, levaduras Y otros
microorganismos (Henry y Nyns, 1975); ademds, de la ruta
clasica de la citocromo oxidasa inhibible por rotenona,
antinicina y cianure.

Se ha reportado, la presencia de una enzima llamada
rodanasa, la cual cataliza la formacién de tiocianato y
tiosulfato, 1localizada en el citoplasma de Euglena, 8u
funcién fisiol&gica parece ser la detoxicacién del medio por
el cianuro liberado de la clanocobalamina esencial para el
crecimiento de Euglena. (Watanabe et al., 1985).

Recientemente, Brénstrop y-col. (1989), purificaron la
citocromo oxidasa de Euglena gracilis la cual consta de 15
subunidades polipeptidicas, que presentan marcadas
diferencias con respecto a otras oxidasas; en cuanto a
actividad 6ptica y estructura primaria, probada con
citocromo ¢ de caballo no presenté actividad, perc con Cssg
de Fuglena la actividad fue normal. La actividad de esta
citocromo oxidasa fue estudiada en funcién de la
concentracién de citocromo cs5g en presencia de TMPD y

ascorbato.
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El alto peso molecular de 320 kba puede explicarse por el
bajo contenido de hemo a de la enzima purificada de Fuglena
{6nnol/mg) con respecto de otras citocromo oxidasas
purificadas.

El polipsptido I (42 kDa) probablemente corresponda a
la subunidad I en otros eucariontes ya que el peso molecular
Y la hidrofobicidad son similares. E1l polipéptide II (33kDa)
difiere ligeramente del peso molecular de la subunidad II de
otras oxidasas, la subunidad III de otros eucariontes es
similar al polipéptido XII de Fuglena {32 kDa).

Presaenta una cinética wonofssica obtenida con el
citocromo cs55g indicande la presencia de un sélo saitio
catalitico en el citocromo ¢ de EFugiena, con una Km de =
1uM. v

No s6lo la citocromo oxidasa, sino también el citocromo
c difieren marcadamente de las malé&culas correspondientes en
levaduras y eucariontes"

Sa ha demostrado que la expresidén funcional de 1la
cadena Altarna depende de la fuente de carbono del cultivo
en procariontes {Escamilla et al., 1987).

En Euglena gracilis la respuesta insensible a CN y
estimulable por AMP también depende de la fuente de carbono
{(Sharpless y Butow, 1970). Esta cadena alterna de transporte
de electrones es capaz de oxldar NADH, succinato, y lactato
estinulables por AMP, insensibles a antimicina y cianure
pero, sensibles a DPA (Sharpless y Butow, 1970a,b; cCollins

et al., 1975a,b; Calvayrac et al., 1978; Moreno~Sdinchez y
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Raya, 1987).

La cadena alterna puede ser- inducida en células
cracidas en presencia de antimicina (Sharpless y Butow
1570), o con etanol o lactato (Calvayrac, 1970;'1971; 1578)
como fuente de carbone, peroc no en células crecidas en
glutamato~malato.

Se han propuesto varias rutas para la oxidacién de

sustratos.

2.2.1 Ruta de la citocromo oxjdasa sensible a CN.

La cadena sensible a cianuro es similar a la encontrada
en mitocondrias de plantas y animales, debido a gue ambas
presentan sensibilidad a este inhibidor, y es responsable de
la transferencia de electrones desde el NADH endégeno Yy

succinato (Buetow, 1989).

2.2.2 Ruta de la citocromo oxidasa resistente a CN.

.Bstimuluda por AMP y sensible a SHAM (ruta de la
oxidusa alterna} para el transporte de electrones desde el
succinato y no acoplada a fosforilacién.

Existe una ruta de la oxidasa alterna resistente a CN y.
estimulable por AMP. (Buetow, 1989) -

La respiracion en tejidos de mamiferos es
extremadamente sensible a CN (Zubay, 1988) a diferencia de
los tejidos de plantas superiores los cuales muestran una
respiracién residual en presencia de antimicina, CN, azida,
y CO. Estos 3 ﬁlt-imos inhibidores a altas concentracicnes

inhiben a la citocromo oxidasa completamente (Siedow, 1982;
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Douce, - 1985). También, hay una ruta insensible a CN en
hongos, protozoarios y algas (Lloyd, 1974).

En Euglena gracilis esta oxidasa alterna no esta
identificada (Rustin et al., 1986). En fuglena gracilis esta
oxidasa alterna no estd identificada (Rustin et al., 1986)

2.2.3 oxjdacién de NADH exégenc,

Esta caracteristica es sumamente importante, a
diferencia de las mitocondrias de animales las cuales no lo
oxidan, pero similar a la de plantas superiores (Siedow
1982; Douce 1985; Moller y Lin 1986) y algunos
microorganismos (Lloyd, 1974).

Se ha propuesto que en presencia de CN el NADH es
oxidade por 1la ruta insensible a CN estimulable por AMP y
otra ruta no estimulable por AMP, pero a diferencia de la

' oxidaci6én de succinato esta s8f estd acoplada a la
fosforilacién (P:0=1) (Sharpless y Butow, 1970).

La fosforilacién en el sitio entre la flavoproteina y
1a ubiquinona en la via principal de transferencia de
electrones demostrd ser inhiblible por CCCP (Bonsel Yy
Calvayrac, 1978).

La via insensible a CN es inhibible por SHAM en
mitocondrias de Buglena (Bonsel y Calvayrac, 1978) y en
plantas (Douce, 1985).

Sin embargo otros autores, han reportado que el SHAM no

afecta el consumo de oxigeno (KiUmmel y Brinkmann, 1988).
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Se han propuesto (Buetow, 1989) 3 rutas. para la
oxidacién de NADH exdgeno, (Fig.13):
1) Sensible a rotenona (a diferencia de plantas superiores),

involucrando a la oxidasa alterna,

2) Sensible a rotenona, antimicina y cN,
3) Sensible a rotenona y CN, pero resistente a antimicina,
la cual involucra a un citocromo tipo b diferente del
citocromo tipo b de la cadena clésica, que se salta el
sitio de inhibicién por antimicina.

En pr ncia de rot y antimicina el CN inhibe el

100% el consumo de oxigeno con NADH como sustrato. La Xi de
rotenona con NADH como sustrato es de 1.15uM.

En plantas superiores ha sido caracterizada la enzima
NADH deshidrogenasa sensible a EGTA (1 mM).

2.2.4_Qxidacion del Succinato

Se ha reportado que altas concentraciones de CN (mM) y
ar;til;:lcina no bloguean completamente 1la oxidacién de
succinato en mitocondrias de Euglena gracilis (Buetow y
Buchanan, 1965) por lo tanto, esto sugiere la presencia de
una ruta alterna resistente a ambos inhibidores, similar a.
la encontrada en mitocondrias de plantas (Raison y Smillie,
1.969).

Rasulta interesante que el desarrollo de la ruta
resistente a CN en Euglena gracilis es inducible por
antibi6ticos. sin embargo, algunos de estos como el bromuro
de etidio bloquean funciocnes en ribosomas de cloroplastos,

otros inhiben la sintesis de DNA.
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¥ig.13. Esquema postulado de las mGltiples vias de
transferencia de electrones en la mitocondria de Euglena.

De acuerdo con la hipétesis de la teoria quimiosmética la
transferencia de electrones va acompafiada de una
traslocacién neta de protones (nH') del exterior al interior
de la membrana interna mitocondrial, generando un potencial
electroquimico para la sintesis de ATP. (Buetow, 1989).
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La oxidacién de succinato por esta via (Fig.13),
insensible a CN y antimicina es estimulada por AMP, ADP,
ATP, GMP e IMP, pero no estd acoplada a la fosforilacién. El
succinato como fuente de carbonoc no estimula 1a‘respiracién
endégena y su energia la obtienen de procesos anaerSbicos
como la fermentacién de ésteres de cera (caracteristica
exclusiva de Euglena).

2.2.5 Oxidacién de Lactato

Price en 1962, fue el primerc en demostrar la oxidacisn
de lactato en extractos celulares, aparentemente esta
oxidacién depende de la presencia de zinc en el medio de
cultivo, por otra parte, obtuvo evidencia de 2 LDH
dependientes de NAD; una insoluble la cual no disminuye su
actividad por deficiencia de zinc (L-LDH), y una soluble que
muestra particularidades a la falta de zinc (D-LDH).

En 1971 Lord y Merret y en 1975 Collins y Merret,
obsefvan la oxidacién de D-lactato en células de Euglena
crecidas en presencia de luz., Estas presentaron una

inhibicién por CN (imM) s5lc de 10%.

89

Tokunaga et al (1979), reporta la actividad de LDH-NAD*'.

en una fraccién de sobrenadante (100,000xqg)

La oxidacidén de lactato ests acoplada a 2 sities de
fosforilacién (Sharpless y Butow 1970a,b), un sitio acoplado
a la cadena que va del citocromo aaj; hasta el oxigeno y el
segundo sitio con un flujo de electrones desde el citocromo
b al citocromo c¢. De acuerdo con el descubrimiento de Rutner

y Price (1964) 1los electrones desde el D-lactato entran



principalmente a la cadena de transporte de electrones de
Euglena a nivel de la ubiguinona.

Se han propuesto (Buetow, 1989) diversas vias de
oxidacién de lactato en mitocondrias de Euglena Fig.13:

1) El1 lactato como sustrato entra mediado por un
citocromo tipo b el cual transfiere electrones al citocromo
c acoplado a 1la fosforilacién y contintia por la cadena
¢lésica de transporte de electrones, por esto la oxidacién
es parcialmente insensible a antimicina.

Involucra a la oxidasa alterna y es sensible a SHAM y CN.

2) Probablemente los electrones que llegan a este
citocromo tipo b sean transferidos a la ubigquinona y
continuen la ruta clasica sensible a antimicina y cN,

3) Resistente a antimicina (50-90%) pero sensible a CN.

4) Insensible a CN involucrando a la oxidasa alterna

" (Calvayrac y Butow 1971; Collins y Merret 1975; Calvayrac et
al., 1978).

La oxidacién por via alterna, propone un citocromo tipo
®pb" que brinca 1a inhibicién por antimicina pero siguen
siendo 2 sitios de acoplamiento. (Buetow, 1988).

1) cadend normal -~--=w---- 2 ATP sensible a antimicina
2) por aa via cit b? —---- 2 ATP insensible a antimicina

3) via oxidasa alterna --- 0 ATP n "

60



submitocondriales de plantas (Grover et al., 1981). 8Su
efecto inhibidor involucra la formacién de mezclas bisulfuro
Y grupos sulfidrilos suprimiendo el paso de electrones hasta
el oxigeno.

Se ha identificade (Kelner y Alexander, 198B6) gue
inhibe la oxidacisn de malato y la cadena alterna en un
gsitio de baja afinidad posiblemente el complejo I de la
cadena respiratoria ; no inhibe lipoxigenasas como el SHAM.
En preparaciones de mdsculo de corazén de rata inhibe 1la
succinato deshidrogenasa, pero no en mitocondrias ds higado.
Recientemente, Jay (1991) demostré a inhibicién por
disulfiram (60uli) de la actividad de la succinato oxidasa y
la succinato deshidrogenasa en PSM de coraz6n de res, la
cual se revierte por DTT, estos resultados estin en términos
de una modificacién en los grupos -8H localizados en el
sitio activo de la SDH.

P-ox: los antecendentes antes mencionados es evidente gue
el estudio del metabolismo energético, la caracterizacién
enzimftica, 1la utilizacién de sustrates, la capacidad
adaptativa, etc. de Euglena, es de gran importancia para el
entendimiento de las funciones metabbélicas de este
protozoario asi como de su capacidad adaptativa en el
transcurso de la evolueibn en relacién con las

caracter{sticas metabolicas da otros organismos.
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2.2.6 Inhibidores,

El propil-galato es un inhibidor de la ruta insensible
a CN y sensible a SHAM en un ranyo de concentracién para
ejercer su efecto de 2~5pM, ( lo que equivale de 10 a 50
veces la concentracién de &cido hidroxdmico que se requiere
para inhibir esta via en mitocondrias de plantas) (Siedow y
Girvin,1980) y no inhibe el consumo de oxigeno en cracida
en lactato, pero si se inhibe en anaerocbicsis prolongada con

este inhibidor (Carre et al., 1988).
La difenilamina (DPA}, &ctua entre la regién de
succinico y las NADH deshidrogenasas, y el primer citocromo

que ys la d de <transporte de electrones en

mitocondrias de plantas superiores, en estas 1nhibe 1la
cadena alterna y la fosforilaci6n oxidativa (Ki 2.7x10™% M).

La respiracién insensible a antimicima se inhibe por
DPA complatamente ya que inactiva a la succinato oxidasa ,
sulgix-iendo un camino alterno (Baker, 1%63). Parece que el
efecto de inhibicién estd relacionado con la solubilidad del
DPA en lipidos.

El SHAM, quela netales comeo fierro principalmente en
estado férrico. En 1971 Schonbaum, mencionsd la inhibici6n
(1mM) de la cadena alterna (insensible a antimicina y CN)
por este &cido hidroxamico en mitocondrias de plantas. La Ki
aparente del SHAM en mitocondrias de plantas es de 150nM.
(Rich et al., 1978).

El disulfiram quela metales pesados y es un potente

inhibidor de la cadena alterna en mitocondrias y particulas
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con el objeto de tratar de caracterizar el flujo de
electrones tanto por la via cl&sica como por la alterna,
mediante la sensibilidad de la mitocondria de Euglena a
diversos inhibidores en relaci6n con 1la oxidacién de
sustratos, al igual que 1la relativa capacidad de los
diversos sustratos para llevar a cabo la fosforilacién
oxidativa y algunas reacciones dependientes de energia.
Por lo que el objetivo de esta trabajo fué determinar 1a
oxidacién de diversos sustratos en mitocondrias aisladas de
Euglena gracilis en relacién con las distintas vias de

tranasportadores de electrones.
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XII NATERIALES ¥ METODO.

Se utilizé la cepa de Euglena gracilis, 1la cual
presenta las sigulentes caracteristicas; el tiempo
generacional de 10~-14 horas, depende de la fuente de carbono
{Buetow et al., 1968), tendencia a blanquearse entre 34-359C
(Hutner et al., 1956), crecimiento nulo en galactosa como
fuente de carbono (Cock, 1968}, por sus caracteristicas es

ralacionada con la cepa Z.

3.1 MEDIO DB CUOLTIVO.
Las cé&lulas de Euglena gracilis fueron sembradas como
Moreno-sS&nchez y Raya (1987); y Devars et al.,1992 en un
medio dcidico organotrb6fico descrulzo por Hutner (Hutner et

al., 1956), modificado por Schiff, 1571, el cual contiene:

Concentracién final(%)

( 1 litro)

caco, 0.02
Fuente de carbono

&cldo L-glutémico 0.5

écido DL-mAlico 0.2
Minerales

Mgsog 0.05

(NH4) 2HPO, 0.02

KH,PO4 0.08

Zns0g4 9x10™3
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Mnso, 8x10™3
NapMoOg4 -2x1073
cocly 1.6x%2074
cuso, 3.9x1074
H3BO4 2.8x1074
NaI 1.2x%1073
FeClj 0.05%1072
vitaminas
Disulfuro de Tiamina (B;) 10x1073
Clorhidrato de Piridoxal (Bg) 0.1x10"3
cianocobalamina {Bj3) 10x10™2

El pH inicial del medio da cultivo fue ajustado a 3.5

El medio de cultivo sin vitaminas se esterilizé por 35
min a una presién de 20 libras a 120%c.

.Las vitaminas Bg Yy Bjz fueron afiadidas como neurobién
-(MERCK) en polvo, que junto con la By se esterilizaron por
filtracién con una membrana millipore de 0.22un.
Posteriormente se agregaron al medio de cultivo fresco en al
monmento de sembrar. —

El paso da c&lulas a medio de cultivo fresco, como 1la
toma de nuestras de células se realizé en una campana de

flujo laminar VECO.



3.2 MANTENIMIENTO DEL CULTIVO.

cultivos axénicos de Euglena gracilis fueron mantenidos
en la obscuridad en medio de Hutner, a temperatura ambiente
(20-25°C), con agitacién constante en un agitador orbital
(61 rev/min).

Se realizé6 una curva de crecimiento en matraces de 1
litro tomando muestras de cultivos durante 6 dias
consecutivos los cuales se contaron para conocer la cantidad
de células por mililitro y el tiempo en que el cultivo se
encontraba en la fase exponencial {(log) y estaclonaria.

Posteriormente, una alicuota de cultivo de 100-150ml de
c&lulas fue colectada en la fase logaritmica de crecimiento
Yy transferida a 1 1litro de medio de Hutner fresco se
incubaron 3 1/2 dias (Fase log).

S8e realizé un contéo de células en 1la cémara de
Naubauer diluyendo e inmovilizande con 5% de HCl
(concentracién final). La wviabilidad de las células fue
determinada por exclusién de 0.01% de azul de metileno
(Carre et al., 1988). Para obtener una poblacién inicial con
una densidad de 0.2;:105 células por mililitro.

se cosecharon las células en la fase logaritmica de

crecimiento por centrifugacién diferencial.
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3.3 OBTENCION DE MITOCONDRIAS DE Fuglena gracilis.

Se sigue el método descrito por- Moreno-Sénchez y Raya
(1987), el cual consiste en romper 1las células por
sonicacién y recuperar las mitocondrias por ceptrifugacibn
diferencial, con algunas modificaciones (ver diagrama).

Las células se centrifugaron (IEC Centra 8R) a 1780 Xg
durante 13min, se resuspendieron en un medio esténdar que
contiene Sacarosa 250mM, HEPES 10mM y EGTA 2mM (SHE) a pH
7.4 para centrifugar a 327xg durante 5 min.

Posteriormente, se lavan con medio de SHE y albtmina
bovina delipidada (sigma) al 0.1% (SHEA) dos veces,
centrifugando a 327xg durante 5 min cada vez.

Se realizé6 un contéo en la ‘cimara de Neubauer, para
sonicar de 1-1.5%10% células (se rompen del 60-80% de
células) en 30-40ml de medio SHEA en un sonicador SONIPREP
150 (10-12picrones de amplitud) en un bafic con hielo por 2
lntei'valos de 15 s cada uno. Posteriormente, se centrifugé a
581xqg durante 10 min, el socbrenadante gque contenia a las
mitocondrias se centrifugé 10 min a 8714xg en una centrifuga
SORVALL.

El pagquete mitocondrial (0.5gr peso hdmedo) obtenido se
resuspaende en medio de SHEA a un volumen aproximado de 5ml
para incubar con ADP 1mM y 0.25% de albdmina delipidada por
un lapso de 10 min. Trascurrido el tiempo de incubacién se
centrifug6 a B714xg durante 1i0min y el sobranada:ﬂ:e se
resuspendis en aproximadamente 1 m)l de SHEA (11-20mg/ml de

proteina mitocondrial)
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Aiglamiento de Mitocondrias de Euglana graailis

Colectar las cé&lulas en fase
logaritmica de crecimiento.
centrifugar 10min. 1780xg

¢

Lavar las células en un medio
de Sacarosa 250mM, HEPES 10mM,
EGTA 2mM (SHE) pH 7.4.
Centrifugar Smin. 327xg

4

Tavar las células en medio SHE
y alblmina delipidada 0.1%
(SHEA) 2 veces

3

Conteo en cémara de Neubauer
4

sonjcar 1-1.5x107 células en 30-40ml
de medio SHEA (10-12 g de amplitud)
durante 2 intervalos de 15" cada uno
en un bafio de hielo.

i

Centrifugar 10 min a 58ixg

i
centrifugar el sobrenadante 10 min
a 8714xg.

4
Resuspender el paquete mitocondrial
@ incubarlo con imM de ADP y 0.25% de
albtmina delipidada durante 10min.
13
Centrifugar 10min a 8714xg
i

Resuspender en aproximadamente
1 nl de SHEA.
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3.4 MEDICION DEL CONBUMO DE OXIGENO.

La velocidad del consumo de -oxigeno con diversos
sustratos en mitocondrias de Euglena graclilis se midié con
un electrode tipo Clark (YSI modelo 53) a 30° C en 1.9 nl de
medio estdndar conteniendo 120mM de KCl, 20mM de MOPS, 2mM
de EGTA y 5mM de Pi a pH 7.2 (KMEP).

La solubilidad del oxfigeno en el agua a una temperatura
de 30°C se consideré de 400 ngitcmos Op/ml a una altitud de

2240,

3.5 OXIDACION DE BUSTRATOS.

La oxidacién de sustratos se llevé a cabo: incubando
las mitocondrias (1 mg/ml) en medio KMEP por 4 minutos,
posteriormente, se afiadieron los d-ivetsas sustratos 10mM de
L-ldctico, 10mM de succinato, iOmH de a-cetoglutarato,
glutamato y malato 7.5mM y 1i5mM respectivamente y 0.1mM de
NADH-y se dejé que consumieran oxigeno por un periédo de 4-5
minutos cada trazo con leos distintos sustratos.

El control Respiratorio (CR) mse calculd a partir de los
trazos de oxidacién de sustratos, se obtuvo del coclente de
la velocidad respiratoria en presencia de_0.4mM de ADP y 1la
velocidad de la respiracién endégena en ausencia de ADP.

La relaci6n ADP/O también ge obtuvo a partir de los
trazos de oxidacidn de sustratos en presencia de ADP o
indica 1la relacién entre el ADP (nmolas) afiadido y el

oxigeno consumido (n&tomos).
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Loa valeres de la constante de Michaelis-Menten (Km)
(concentracién de sustrato la que una enzima determinada
llega a la mitad de su Vmax) para los diversos sustratos se
obtuvieron de 1las dobles reciprocas de las graficas
obtenidas de la oxidacién de sustratos.

Los valores de las constantes de inhibicién (Ki) se
determinaron calculando 1la inversa de la velocidad del
consume de oxigeno; la concentracién del sustrato se
mantiena constante y se determina el efecto que sobre la
velocidad ejerce el incremento de la concentracién del

iphibidor.

3.6 BINTESBIS DE ATP.

La 8intesis de ATP fue determinada por método

enzimftico despuss de la extraccién con &cido perclérico
' (HClo4), Khym,1975.

Se prepararon viales ' conteniéndo 1.8ml de medio
estdndar KMEP en un bafic a 30°C, 1img/ml de proteina
mitocondrial y los diversos sustratos a las concentraciones
ya mencionadas para la oxidaclén de sustratos .

Se incubaron las mitocondrias 2 min y se les agregé 1mM
de ADP despuds de transcurridos 2 min se detuvo la reaccién
adicionando 3% (v/v) de &cido perclérico agitando.

S5e tomaron alicuctas de 1.8ml y se centrifugaron por 2min

en una centrifuga clinica a 3500rpm ULTRACOM ROTO-UNI II



De agqui se toman fracciones de 1.6ml aproximadamente y
para remover el percloratc de potasio.se extrajo con iml de
mezcla 1:1 de Tri-n-octilamina Y 1,1,2
Triclorotriflourcetano (FreSn-amina cuaternaria ) a
temperatura ambiente. ’

Cada une de los tubos se agité durante 20 s y se
observaron 3 fases, se tom6é una alicuota de la fase mis
superficial de 0.6ml la cual se congela; para poateriormente
realizar la determinacién de 1a cuantificacién de ATP
formado por método enzimitico.

La determinacién enzimstica (Williamson y cCorkey, 1969)
se realizé en un espectrofotémetro de doble haz. En un medio
el cual contenian 1.8ml de HEPES 100mM, glucosa 10mM, 0.2mM
de NADP, 2mM de MgCly;, 5 unidades de glucosa 6-foafato
deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (Boehringer,
Sigma tipo XXIII) y 0.2ml de extracto obtenido del métode de
extraceisn con &cido perclérico.

Se midié la formacién de NADPH a una longitud de onda
de 340nm, absorbancia de 0.2, velocidad de 1100s/pulg a
30%c.

La reaccién se siquié por 2 min. Posteriormente se le
afiad16 hexoquinasa de levadura en suspensi6én (Boehringer),
transcurridos de 4-6min se les agregb 0.02mM de ATP.
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3.7 DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA.

Las mitocondrias (1 mg/ml) se incubaron durante 7-8
min. en 3 ml de medio estdndar KMEP , anadiéndc cada uno de
los diferentes sustratos a las concentraciones indicadas en
la medicidn del consumo de O3, se registr6é la absorbencia
con safranina 10 gM a 30°C. La diferencia de absorbancia con
safranina de 533 menos S11 nm fue medida en un
espectrofotémetro de doble haz con oxigenacidén y agitacidn
constantes.

El cambio en la sefial de absorbancia de la safranina es
considarado como un reflejo del cambio en la magnitud del
potencial de membrana (Akerman y Wikstrom,1976}.

Se determiné el potencial de membrana cuantitativamente
con Tetrafenilfosfonio (TPP"). Las mitocondrias (1mg/ml) se
incubaron en 1 ml de medio KMEP, este contenfa 2uM [3H]-TPP+
(aproximadamente 20,000 cpm/nmol) a 30°C.

Después de 2 min se adicioné el sustrato oxidable; 21
min después, la suspensién mitocondrial fué centrifugada en
una microfuga durante 1 min. Las alicuotas del precipitado y
al sobrenadante fuercn contadas por radioactividad. se
realizd una correccién como sugiere Rottenberg (1984). E1
potencial de mnembrana fue calculado usando la ecuacién de
Nernst.

Posteriormente se agregé CN para observar su efecto
inhibitorio con 1los diferentes sustratos y CCCP para
colapsar totalmente el potencial (hace mis permeable la

membrana interna respecto a H%),
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3.8 HINCHAMIENTO MITOCONDRIAL.

Se midié en un espectrofotémetro de doble haz a una
longitud de onda de 540 nm, y un delta de absorbencia de
0.5. ]

Las mitocondrias (lmg/ml) se incubaron en 1.9ml de
medio KMEP a 30°C, posteriormente se afiadieron los sustratos
a las concentraciones mencicnadas anteriormente, las
mitocondrias se hinchan lentamente al agragarles el
sustrato, se les afiadié 300 nmolas de ADP en consecuencia
las mitocondrias se contraen. Para obtener un méximo de
hinchamiento mitocondrial se agregé al final de cada ensayo
valinomicina (0.45nmolas/mg de proteina) lo gue produce un
incremento en la permeabilidad de 1la membrana interna
mitocondrial al potasio, con la consecuente entrada de agua

Y el aumento del volumen mitocondrial.

3;9 ESTADO REDOX DE LOB PIRIDIN NUCLEOTIDOB.

Las mediciones de formacién de NAD(P)H (incremento en
la fluorescencia) se realizaron en un fluorémetroc AMINCO
SPF-500, a una longitud de onda de emisién de 460 nm y unu‘
longitud de onda de exitacién de 340nm, &ngulo de 90°,
velocidad de 9.99 s/pulgada a 30°C, con oxigenacién y
agitacién constante.

Las mitocondrias (img/ml) en 1.9ml de medio KMEP y se
preincubaron durante 8-10 min, posteriormente se afiadieron
los diversos sustratos a las concentraciones utlilizadas en

ensayos anteriores,se anadié CCCP 4uM para ver oxidacién



total y rotenona 0.05mM, antimicina 0.01mM, mixotiazol
0.01mM, HQNO 0.01mM, y DPA 0.25mM al final de cada registro
con el fin de ver la reduccién total de los sustratos

afiadidos.

3.10 DETERMINACION DE PROTEINA.

La proteina mitocondrial fue estimada por el método de
biuret (Gornall et al.,1949) en presencia de 1% (p/v) de
desoxicolato de sodio y utflizando alblmina cemo esténdar..

La turbidez ocasionada por el paramilo fue eliminada
centrifugando los tubos después de 20 min de afiadido el
reactive de biuret a 327 xg durante 5 min a 4°C en una

centrifuga IEC~CENTRA BR.

Los inhibidores rotenona, antimicina, oligomicina,
HQNO, SHAM (SIGMA), disulfiram (INC), fueron disueltos en
DMSO, DPA (ALDRICH) en etanol, y mixothiazol (SIGMA) en
metanol. E1 CCCP fué disuelto en DMSO.
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IV RESULTADOS y DISCUSION.

Los resultados de este trabajo ayudan a proponer las
distintas vias de oxidacién de sustratos, asi, como algunas
caracteristicas particulares del metabolismo mitocondrial en

Euglena gracilis.

4.1 CURVA DE CRECIMIENTO.

Las células crecidas en medio de Hutner y como fuente
de carbono glutamato + malato presentan una curva de
crecimiento con un comportamiento logistico como se observa
en la Fig.14, las células empiezan su crecimiento en el dfa
cero (al transferirlas a medio de cultivo fresco) con una
poblacién inicial de 0.2 x 108 células por mililitro, a las
24 hrs se observa una fase de latencia inicial (I) de
multiplicacién lenta (0.77 células por mililitro), esta fase
va sequida de una fase exponencial de crecimiento (II) a las
48 y.72 hrs, 2.73 y 4.5 células/mililitro respectivamente,

después una fase de disminuciétn de la veloclidad (III) en
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donde hay una m&xima de poblacién, seguida de una fase lenta

(IV) en la que se observa una meseta a las 120 hrs (5.7
células/mililitro) la cual puede prolongarse segtn el
cultivo; en esta fase las células empiezan a enquistarse y
la poblacién comienza a disminuir.

La pendiente de la curva en la fase de crecimiento
exponencial o la poblacién mdxima varia de acuerdo con la

temperatura, disponibilidad de algunos factoraes, etc.
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Pig.14. Curva de crecimiento de una poblacién de Euglena
gracilis, mostrando las diferentes etapas;crecidas en
cultivo con G+M como fuente de carbono, temperatura
ambiente, agitaci6n constante y en ausencia de luz,
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El enquistamiento conduce a una retraccién de la célula
¥ una degradacién quizi de los componentes celulares, entre
los que se incluyen mitocondrias y grédnulos de reserva
principalmente (Sleigh,1986), se forma la pared del guiste y
deja de apreciarse cualquier tipo de metabolismo y
movimiento citoplésmico, por lo tanto, el organismo entra en
un peribéde de vida latente. Se ha mencionado que los quistes
son capaces de soportar nuy altas o bajas temperaturas,
praesiones, desecacién y carencia de oxigeno. (Sleigh, 1986).
Lag muestras y el conteo de células se realiza como se
indica en métodos.

Las células se recolectaron a los 3 1/2 dlas en la fase
logaritmica o exponencial de crecimiento (fase log) ya que
en esta periédo su uctividndv metabdlica es mayor;
transcurrido ese tiempo las células comienzan a formar
estructuras de reslistencia (guistes) en los cuales 1la
pelicula gue cubre a la célula es m&s dAificll de romper y el

maetabolismo estd dieminutdo.



4.2 CONSUMO DE OXIGENO.

El consumo de oxfgeno en las mitocondrias alsladas de
Euglena gracilis fue estimado por 1la adicién de diversos
sustratos NADH 1mM, Glutamato + Malato (G+M} 7.§ y 15mM, a-
cetoglutarato 10mM, succinato 10mM y lactato 1o0mM, comparade
con datos previamente reportados por otros autores, como se
muestra en la Tabla.I en donde algunos valores son muy
semajantes a los obtenides y otros diferentes quiza debido
al proceso de obtencién de la preparacion mitocondrial y al
medio de cultivo en que fué crecido el organismo.

La velocidad del consumo de O fue calculada de los
trazos de oximetria restando el consumo de oxigenoc de las
mitoceondrias sin sustrato (respiracién endégena) Yy
calculando la estimulacién por el sustrato.

El malato 15mM y el etanol 0.23M como sustratos no
estimularon el consumo de oxigeno (datos no mostrados) a
dite;'encia de lo reportado por Buetow, 1961 y Wilson 1958,
los cuales sl observaron una estimulacién por aetanol.

Por otra parte, la carencia de 1la habilidad en 1la
preparacién mitocondrial de oxidar malato es sorprendente,
Ya que se ha reportado que este sustrato puede apoyar la
fosforilacién oxidativa (Buetow y Buchanan, 1965; Tokunaga,
et al., 1976; GSmez-Silva et al,, 1985 y Klmmel y Brinkman,
1988) b4 sintesis Ade proteinas (Dalorme, 1986) en

mitocondrias de Euglena.
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Tabla I.

TESIS MO DEBE
BiBLIOTECA

79

ESTA
SALIR GL LA

Ooxidacién de sustratos (estado 4) en mitocondrias
aisladas de Euglena gracilis.

Los valores representan la

media * error estindar con el nGmero de preparaciones usadas
indicadas entre paréntesis.

BUSTRATOS

ngitomos 0 min~! mg

-1

G+M
(7.5mM, 15mM)

a-cetoglutarato
(1omM)

NADH
(1mM)

Succinato
(1omM)

Lactato
(10mM)

Sin sustrato
afiadido

60 2 (10)
38
46-65

50 + 4 (10)
18
37

41 % 1 (20)

76 + 2 (20)
2

21 £ 1 (20)

Este trabajo
Tokunaga et al., 1976

Moreno-Sanchez y Raya, 1987

Este trabajo
Tokunaga et al., 1976
Kummel y Brinkmann, 1988

Este trabajo
Sharpless y Butow, 1970
Kilmmel y Brinkmann, 1988

Este trabajo

Buetow y Buchanan, 1964
Sharpless y Butow, 1970
Tokunaga et al., 1976
Calvayrac et al., 1979
Moreno-S&nchez y Raya, 1987
Kimmel y Brinkmann, 1988

Este trabaje

Sharpless y Butow, 1970
Buetow y Buchanan, 1964
Tokunaga et al., 1976
Calvayrac et al., 1978
Kiimmel y Brinkmann, 1988

Este trabajo

Lactato > Succinato > NADH = G+M = aKG
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Quizd la obtencién de mitocondrias por sonicacién o 1la
incubaciétn de estas en un medio conteniendo 2mM de EGTA
induce una disminucién de la actividad de la malato oxidasa,
como lo reporta Kimmel y Brinkman (1988).

El glutamato tampoco estimula el consumo de oxigeno
{dato no mostrade). Asi, el requerimiento de glutamato para
la oxidacién de malato en estas preparaciones mitocondriales
indican gque el glutamato produce a-cetoglutarato via una
transaminacién con oxaloacetato (Shigeoka, 1992).

El sustrato que fua oxidado mds activamante fue el
lactato (Tabla I) este sustrato también es oxidado por
bacterias, levaduras, hongos, y plantas superiores en los
cuales varia el isémero oxidado ya sea D o L, o ambos.

El1 NADH también fué oxidado a diferencia de animales
pero muy similar a la oxidacién gue se presenta en plantas.

La diferencia en la proporcién de oxidacién entre los
disferentes sustratos no se debid a una baja concentracién
de sustrato ya que se usaron concentraciones saturantes de 4
a 10 veces el valor de la Km (Tabla II).

Por otra parte, la menor velocidad de oxidacién del
NADH, a-KG y G+M comparadas con la velooidad de oxidacién
del lactato y succinato no se debe a una menor afinidad por

el primer grupo de sustratos.
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4.3 CONBTANTE DE MICHAELIB-HENTEN (Km)

Los valores de Km para los diversos sustratos se

muestran resumidos en la Tabla II comparados con datos
anteriormente reportados por otros autores.
Estos valores se obtuvieron a partir de las graficas de
Lineweaver-Burk de las dobles reciprocas obtenidas de las
grdficas de velocidad inicial contra concentracién de
sustrato (Figs. 15, 16 y 17).

En todos los casos, la velocidad inicial (medida cuando
muy poco del sustrato adicionade ha reaccionado) crecié al
‘aumentar la concentracién del sustrato hasta el punto donde
la enzima se satura y no es afectada por incrementos
ulteriores en la concentracién de sustrato, como sucede en
las Figs 15, 16 y 17.

con todeos los sustratos, algunos come el G+M (Fig.15A y
B), succinato (Fig.17a) y lactato (Fig.17B) alcanzan una
veloéidad inicial mayor que el a-KG y el NADH Figs.16A y 16B
respectivamente.

En todos los casos con un aumento posterior de la
concentracién de sustrato la velocidad de la reaccién llega
a ser independiente de la concentracién_del sustrato y se
observa una forma asintética de la curva aproximéndose a una
velocidad constante y por 1lo tanto, la enzima ya esta

saturada con el sustrata.
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Tabla II. Constante de Michaelis-Menten para diversos
sustratos (edo.4) en mitocondrias aisladas de Euglena
gracilis. Las condiciones experimentales descritas en
material y métodos. Los valores de Km se obtuvieron a partir
de las dobles reciprocas de la concentracit6n de sustrato
contra la velocidad del consumo de Op. Los valores
representan la media + error est&ndar de 3 preparaciones
usadas.

B8UBTRATO Km (m¥M)
Glutamato 0.12 t 0.06 Este trabajo
Malato 2.5 % 0.15 Este trabajo
a-cetoglutarato 0.1 % 0.05 Este trabajo
0.033 Buetow, 1989
NADH 0.27 + 0.07 Este trabajo
0.14 Datta y Khan, 1977
Succinato 0.55 t 0.05 Este trabajo
1.4 Sharpless y Butow, 1970
0.6 Datta y Khan, 1977

Lactato 0.52 + 0.04 Este trabajo
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Pig.15. Efecto de la concentracién del sustrato sobre la
velocidad de una reaccién catalizada por una enzima. De esta
representacién se obtienen los valores de Km (Constante de
Michaelis-Menten) . A.Glutamato + Malato {G+M}, B. Malato +

Glutamato (M+G) como sustratos en mitocondrias aisladas de
Euglena gracilis.
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Todas las enzimas mostraron efecto de saturacién, pero
varia ampliamente con respecto a la concentracién de

sustrato que se nacesita.

4.4 INHIBICION DE LA 6XIDRCION DE SUBTRATOS.

La sensibilidad de la oxidacién de 1los diferentes
sustratos a diversos inhibidores se muestra en la Tabla IIIX.
Como sucede en mitocondrias de mamiferos, la oxiﬁacicn

de G+M es inhibida por rotenona, lo que sugiere su entrada a
la cadena por una flavoproteina conectada al sitio I y el

. paso de electrones a la citocromo oxidasa, la cual no
presenta una inhibicién total con CN (90%). Sin embargo, la
sensibilidad a antimicina es sélo parcial como ya se habia
'reportado (Sharpless y Butow, 1570b), lo que suglere que la
via por la cual se oxida este sustrato se brinca el sitio de
inhibicién por antimicina, tal vez mediante la participacitn
de un citocromo tipo "b" que es componehte de la via

alterna.

La insensibilidad de &stos inhibidores puede
interpretarse en términos de una cadena respiratoria alterna

{Sharpless y Butow,1970a; Buetow,1989).
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Tabla IIX. Inhibicién del consumo de O, con diversos
sustratos en mitocendrias de Euglena gracilis.

Las mitocondrias fueron incubadas con los inhibidores
indicados por 4 min antes de la adicién de 1mM NADH, 10mM
succinato, 10mM L-lactato, 7.5mM de glutamato + 15mM de
malato (G+M), y 10mM de a-cetoglutarato. Los datos mostrados
repgeaentan la media + error estandar de 6 preparacionas
usadas.

INHIBIDOR BUSTRATO

G+M a-KG NADER Succoinato Lactato

% de Inhibicién

Rotenona 10010 100+0 964 713 34%1
(0.05mM)

Antimicina 50%3 100%0 94%2 97+2 1446
(0.01nM)

Mixothiazol 1000 1000 100+0 1000 7243
¢(0.01mM)

HQNO" 10010 1000 100+0 10010 782
(0.01mM)

Cianuro 90&0 00 625 10010 6613
(0. 1mM)

DPA 10010 10010 87%2 7713 8318
(0.25mM)

Disulfiram 1000 100£0 45+2 . 29%4 942
(0.5mM)

SHAM 0£0 3543 14+2 a2 24
(0.5)

oligomicina 100+0 1000 83t6 8314 916

(0.1mM)




sin embargo, el mixotiazol y el HQNO, inhibidores
especificos del citocromo b en mamiferos (Von Jagow, 1986},
blogquean la oxidacién de estos sustratos. Es interesante el
caso de los sistemas respiratorios de bacterias en donde se
ha descrito una via insensible a antimiecina pero sensible a
HQNO, por la quinol oxidasa alterna.

La oxidacién de G+M ocurre preferentemente por la via
clésica ce transporte de electrones pero gquizd una peguefia
parte de la oxidacién de estos sustratos se vaya por una via
alterna.

La inhibici6tn de la oxidacién del lactato por
antimicina, €GN y HQNO sugieren gque este sustrato es
preferentemente oxidado por 1la via alterna, el lactato
probablemente dona sus electrones a la cadena por un
citocromo tipo "b" componente de la wvia alterna, el cual
transfiere electrones al citocromo ¢ acoplade a la
fosforilacién ya gue la sensibilidad a CN es mayor que su
sensibilidad a antimicina. Se ha observado (Sharpless y
Butow, 1570a) que el D-lactato es mis sensible a antimicina,
y ¢l L-lactato parcialmente sensible pero si fosforilan,

La oxidacién de NADH ex6égeno (Tabla III), fue sensible
a rotenona a diferencia de plantas, (Kilmmel y Brinkman,
1988), sensible a antimicina, pero =s8lo parcialmente
sensible a cN, ya que en presencia de este inhibidor es
oxidado por la via insensible a CN (Sharpless y Butow,

1970a; Buetow, 1989).
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La oxidacién de a-cetoglutarato, fue sensible a
rotenona, antimicina, mixotiazol y 'HQNO, pere totalmente
insensible a CN. este dltimo efecto pudo haber aido un
artefacto de la técnica ya que los cetodcidos reaccionan muy
facilmente con el cianuro formando cianhidrinas. Por otra
parte, la oxidacién de este sustrato fué completamente
inhibida con azida de sodio 100uM (dato no mostrado), por lo
tanto, la oxidacién de este sustrato sigue la via clésica.

El patrén de inhibicién de la oxidacién de succinato
insensible a rotenona, sensible a antimicina y cianuro
sugieren que éste sustrato es oxidado por la via cléasica de
transporte de electrones.

Una sensibilidad similar con antimicina y clianuro en la
oxidacién del succinato fue previamente reportada (Sharpless
y Butow, 1970a), al igual que una oxidaclén del sustrato
insensgible a estos dos inhibidores puede ser inducida en
mitcéondrias de células crecidas en presencia de succinato y
antimicina o s6lc con etanol como fuentes de carbono
(Sharpless y Butow,1970b}).

Con el fin de inhibir 1la via alterna, sea usaron
diversos inhibidores de la respiracién insensible a CN.

El DPA fué un inhibidor efectivo de la oxidacién de
sustratos Tabla III. Actfia entre la regién del succinico,
las NADH deshidrogenasas y el primer citocromo que conmpone
la cadena de transporte de electrones. Este as utilizado
como inhibidor especifico de la via alterna en mitocondrias

de plantas (Baker, 1963).
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El efecto del DPA sugiere la innibiclén de ambas vias
de transporte de electrones: una inhibiciéun especifica de la
via alterna la cual muestra un efecto parcial y sin efecto
en la oxidacién de sustratos como el succinato
preferentemente oxidado por la via sensible a CN.

Un efecto del DPA en ambas vias durante la oxidacién
del succinato, fue previamente reportado (Sharpless y Butow,
1970b) . Parece ser que su efecto estd relacionado con la
solubilidad de el DPA en los lipidos.

La respiraciétn insensible a antimicina se inhibe por
DPA (Baker, 1963), en mitocondrias de plantas superiores, en
Euglena gracilis sucede lo mismo si las mitocondrias son
incubadas con ambos inhibidores durante 4 min, en 1la
oxidacién de lactato, la cual se .inhibe un 100% (dato no
mostrado).

El Disulfiram, es un inhibidor de 1la respiracién
insensible a C¢N en mitocondrias aisladas de plantas
(Grover,1981). Este inhibié totalmente la oxidacién de G+M y
a-cetoglutarato, pero no asi 1la oxidacién de NADH,
succinato, y casi nada la oxidacién de lactato.

Este patrSn de inhibicién no corelaciona con el efecto
especifico de la via insensible a CN, pero sugiere un efecto
no especifico posiblemente unido a la reaccidn del
disulfiram con los grupos tioles en el sistema de transporte
del sustrato, en la deshidrogenacién (La Noue, 1979. ¥y
Chdvez et al., 1989) &6 quiz&d inhiba un sitio de baja

afinidad posiblemente el complejo I de la cadena
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respiratoria.

El SHAM, de acuerdo con lo ya reportado por Klmmel y
Brinkmann (1988); Schonbaum (1971). no tiene efecto en la
oxidacién de sustratos en la mitocondria de Eug}ena. Se ha
mencionado (Buetow, 1989) que la oxidacién por la via
ingsensible a CN es estimulable por AMP, En estas
preparaciones nitocondriales no encontramos esta
astimulacién con ninguno de los sustratos ensayados.

Como se sabe la cadena respiratoria puede ser inhibida
por diversos compuestos y ésta inhibicién nos ha dado
informacién muy valiosa acerca del orden de los distintos
componentes de la via.

El zn?* (10uM) no blogquea la oxidacisén de G+M, sucinato
Y lactato en estado 4 en un medio de consume de oxigeno en
ausencia de EGTA (dato no mostrado), pero si bloguea
totalmente la oxidaciodn de estos sustratos en estado 3.

Por 'otrn parte, el 2n2* es utilizado como un fuarte
blogqueador del citocromo 0 en bacterias (Kita et al., 1986)
pero no bloqueé la oxidacién de succinato y lactato.

La oligomicina inhibi6 fuertemente 1la oxidacién de‘
todos los sustratos excepto el lactato. Es un inhibidor
clésico tanto de la ATPasa (Stryer, 1975) por lo que pedria
indicar gue 1la oxidacién de lactato no estd acoplada a la
fosforilacién. Sin embargo, la sintesis de ATP determinada
en este trabajo indica lo contrario ver adelante Tabla V,
por lo que el efacto de la oligomicina podria no ser

espacifico para la oxidacién de lactato.
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Un inhibidor puede interferir en 1la entrada del
sustrate alterando la permeabilidad, disminuyendo 1los
mecanismos de transporte, o reduciendo el total de energia
potencial disponible para bloquear ya sea vias enzimiticas o

interfiriendo en los procesos de acoplamiento.
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4.5 CONSTANTES DE INHIBIGCION

Los valores de las constantes de inhibicién se
determinaron calculando la inversa de 3la velccidad del
comsumo de oxigeno contra concentracién de }nhibidores
determin&ndose el efecto gue ejerce sobre asta velocidad los
diversos inhibidores, como se muestra en las Flgs. 18-29.
Los valores de las distintas Xi aparentes se muestran
resumidos en la Tabla IV.

Ccon G+M como sustratos se probé unicamente el DPA, el

cual presentd una inhibicién del 100% a 0.25mM (Fig.18) se
observé sélo una pendiente con una Ki de 0.035mM.
En las Ki aparentes obtenidas con succlnato come sustrate
probando antimicina (Fig.13), cianuro (Fig.20), oligomicina
(Fig.21) se observt s6lo una pendiente indicando un s6le
componente, de 0.032mM, 35uM y 21.53M respectivamente. Con
este sustrato el DPA (Fig.22) inhibe el 100% a una
concéntracién de 0.05nM y se observan dos pendientes, una
positiva y otra en la cual el componente tiepe una constante
de inhibicién de 0.315mM.

En el caso del 1lactato con todos 1los inhibidores
probados se observan 2 pendientes excepto con antimicina
{(Fig.24) en donde hay s6lo una pendlente con un valor de Ki
44pM. A 704M no hay una inhibicién del 100%, como gse obsexrva
en la Tabla IIT. la antimicina (10uM) sélo inhibe un 14% la
oxidacidén del lactato.



Tabla IV. Constantes de Inhibiciétn (Ki) para diversos
sustratos (estado 4) en mitocondrias aisladas de Euglena
gracllis colectadas en fase log. Las mitocondrias img/ml
fueron incubadas en presencia de las concentraciones
indicadas del inhibidor. Los valores de Ki se calcularon en
el intersecto del eje de las abcisas para cada region recta
de la 1linea. La concentracién del sustrato se mantiene
constante, como se describe en materiales y métodos.

INHIBIDOR BUSTRATO
(uM)
G+M Bucainato Lactato

Kij Kip
Rotenona — — 7.3 96
Antimicina — 32 44
cianuro _ 35 5 42.5
DPA 35 220 . 30 120

Oligomicina 215 22 110
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rig.18. Efecto de la concentracién de DPA sobre la velocidad
de - consume de oxigeno con G+M {7.5mM + 15mM). Las
mitocondrias ailsladas de Buglena gracilis fueron incudabas
en presencla del inhibidor. La velocidad neta fue calculada
restando la respiracién en ausencia del inhibidor. De esta
representacién se obtienen los valores de la Constante de
Inhibicién (Ki) como se indica en materiales y métodos.
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Fig.20. Valor de la Ki para clanuro sabre la deshidrogenasa
succinica. Las condiciones experimentales como se describen
en materiales y m&todos.
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se indica en materiales y mé&todos.
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rig.24. Valor de Ki para Antimicina sobre la actividad de la
deshidrogenasa l&ctica. Las condiciones experimentales como
se indica en materiales y métodos.
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se indica en materiales y métodos.
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l&ctica. Las condiciones experimentales como se indica en
materiales y métodos.
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experimentales como se indica en materiales y métodos
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puntos tonados de la gr&fica de la fig.27. Las condiclones
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En las Figs. 23, 25, 26, 27 con lactato se observa

claramente que son bifisicas, sugiriendo la presencia de dos
componentes con distintas sensibilidades a rotenona (Fig.23)
Ki 7.3uM y 96uM; a cianuro (Fig.25) SuM ¥y 42.5uM;
oligomicina (Fig.26) 0.022mM y 1imM, con DPA (Fig.27) se ven
también 2 componentes en la gréfica los cuales se dividieron
en dos para observarlos mids claramente, la primera parte que
consta de los 10 primeros puntos (Fig.28) con una Ki de
0.03mM y la sequnda pate con los puntos restantes de la
Fig.29 con una Ki de 0.12mM.
La inhibicién de las enzimas involucradas en la oxidacién de
los diversos sustratos implica una disminucién en 1la
velocidad de una reaccién en particular y su importancia
metabélica.

Estos rxesultados nos pueden indicar acerca de las
distintas sensibilidades de 1los sustratos hacia los
inhil.:idores, lo cual nos ayudaria a tener evidancias sobre
la via alterna, y quizi sélo estemos bloqueando una de las

vias y no ambas 6 s610 uno de los componentes,

107

En la inhibici6tn influyen factores como el pH, fuerza

iénica, temperatura, amortiguadores y . la pureza de 1la

preparacién.



4.6 CONTROL REBPIRATORIO Y ADP/O

El control respiratorio (Fig.30) muestra que en 1la
preparacién mitocc;ndrial hay acoplamiento entre la
respiracién y 1la fosforilacién oxidativa con todos los
sustratos, por lo tanto, esta preparaciéh tiene la capacidad
de permitir la sintesis de aTP.

El G+M tuvo una ADP/O de 2.9 y el control respiratorio
mds alto en comparacién con los demds sustratos probados
(Tabla V) e incluso en relacién con lo observado en
mitocondrias de mamiferos.

Los datos se resumen en 1la Tabla V., este proceso
{control respiratorio) fue bloqueadoc por oligomicina vy
carboxiatractilésido inhibidores especificos de 1la ATP
sintetasa y el traslocador de ATP/ADP respectivamente.

El AMP (1mM n=7), no estimulé el consumo de oxigeno en
estas mitocondrias con ninguno de los sustratos ensayados. A
dirar.:encia de lo reportado por Sharpless y Butow (1970) los
cuales observan una estimulacién por AMP con succinato como

sustrato.
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Los valores de ADP/O correlaciconan con los valores

previamente reportados para G+M (Tokupaga et al.,1976;
Gomez~Silva et al.,1985 y Moreno=-Sinchez y Raya, 1987), a=KG
(Buetow y Buchanan, 1965 y Tokunaga et al., 1976), NADH
(Sharpless y Butow,1970a), succinato (Sharpless y Butow,
1970a y Tokunaga et al.,1376) y lactato (Sharpless y Butow,
1970a) .
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¥ig.30. Estado 3 de la respiracién probado en diversos
sustratos.

Las witocondrlas fueran incubadas (lmg/ml) en un madio
KMEP, a 1la concentracién de sustratos descrito en métodos.
Donde sa indica 720 (A), 450 (B), 300 (C,R) y 250 (D) nmol
de ADP fueron adicionadas. Los nimeros a la izquierda de los
trazos indican la velocidad del consums de Oz en ngétomos
o/min/mg.

Las ADP/O indican la cantjdad total da ADP adicionado en
nmolas en relacién con la cantidad total de consumo de O3
en nghtomos inducidos por la adicién de ADP.



Tabla V. Control Respiratorio y ADP/O con diversos sustratos
en mitocondrias de Euglena gracilis.La velocidad de
respiracién del edo.3 (estimulada por ADP) fue determinada
en las condiziones experimentales descritas en material y
métodos. El  control respiratorio fue calculado de la
velocidad del edo.3 entre el edo.4 obtenido de la primera
adicién de ADP. Los valores ropresantan 1la media * error
estindar con ¢l nGmero de preparaciones usadas indicadas
entre paré&ntesis.

BUBTRATO Consumo de Oy estado 3 ADP/O CR
(ng&tomos O2/mim-1/mg=-1)

G +M 15042 (11) 2.940.3 3.610.4
" a=-cetoglutarato 3412(4) 1.910.4 1.4+0.1
NADH 33£1(6) 2,310.6 2.410.1
Suceinato 402 (6) 1.6%0.2 1.71£0.5

lactato 5622(7) 210.1 2.3%0.2
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Los altos valores de control respiratorio con todos los
sustratos claramente indican un perfeccionamiento en el
método de obtencién de mitocondrias acopladas de Euglena por
sonicacién (Moreno-sa&nchez y Raya, 1987); es la sonicacién
suave el paso critico en el perfeccionamiento de este
procedimiento de extraccién de mitocondrias.

Hay que hacer notar que la respiracién en estado 4 fué
més alta cuando se agregaba el sustrato después de incubar a
las mitocondrias durante 4 min (Tabla.I.), que en presencia
del sustrato cuando este era incubado por 4min. Estas
obaservaciones sugleren que como sucede en mitocondrias de
mamiferos, la oxidacién de sustratos en la mitocondria de
Buglena estd probablemente sujeta a la modulacién por

24

adenina, piridin nucleétidos o el cCa que se encuentra en

la matriz.
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4.7 BIKTESIS DE ATP.

Una determinacién directa de la sintesis de ATP fue
confirmada con los 5 sustratos los cuales llevan a cabo la
fosforilacisdn oxidativa. (Tabla VI).

Las velocidades de sintesis de ATP no correlacionan
estrictamente con las velocidades de consumo de Oy (Tabla
V). sin embargo, si es confiable realizar comparaciones del
efecto de inhibidores sebre el consumo de O, y sintesis de
ATP.

86lo 1la sintesis de ATP apoyada por lactato fué
parcialumente resistente a antimicina (Tabla VI) similar a la
velocidad en estado 3 con lactato ya que la velocidad fué
parcialmente inhibida por antimicina (68 + 1% n=3), pero
esta fue completamente inhibida con 10uM de mixotiazol y
HQNO (datos no mostrados).

. La respiracién en estado 3 fue completamente blogqueada
por 0.01mM de CN o 0.25mM de DPA <on lactato.

Por otra parte, este dato nos da una idea de que el
lactato  es oxidado a través de una via insensible a
antimicina que.tiene dos sitios de conservacion de energla,
mientras que los otros sustratos utilizados estimularoen la
fosforilacién oxidativa usando la via sensible a antimicina.

La oxidaclén de G+M y NADH en ausencia de ADP fue
parcialmente resistente a antimicina (Tabla II).

Entonces el flujo de electrones se va por la via
alterna pudiendo parecer incapaz de generar un gradiente de

H* de una suficiente magnitud para la sintesis de ATP.



Tabla VI. Fosforilacién oxidativa con diversos sustratos en
mitocondrias Euglena gracilis. La sintesis de ATP fue
determinada enzimiticamente como se discribe en material y
métodos. Las concentraciones indicadas de los inhibidores se
afladieron al medio de incubaci6n antes de la adicién de
mitocondrias. Los valores indican la media % error esténdar
de 4 preparaciones usadas.

sintesis de ATP

Inhibidorxr G+H a-KG NADH sucocinate Lactato

amolATP/ min~if mg™?

22812  140:8™ 2006 198418 24515**"
Rotenona 17 10 11 176(2) 199
(0.05mM)
Antimicina 17 6 35 41(2) 130
(0.01mM)
cianuro 65 [+ 70 35 47
(0. 1mM)
Oligomicina 48(2) [ 32(2) 43(2) 39(2)
(0.01mM)
* P < 0.001 para a-KG versus ningin otro sustrato
*% P < 0,05 para lactato versus G+M, NADH o succinato



La alta velocidad de 1la fosforilacién oxidativa se
logré con lactato sugiriendo que este sustrato puede proveer
directamente 1la unién entra la gluctlisis y la cadena
respiratoria para proveer de ecnergfa suficiente a 1las
células de Euglena crecidas en la obscuridad.

El piruvato es oxidado a ACoA s56lo bajo condiciones
anaerébicas por una PDOR-NADP sensible a 0y (Inui et al.,

1985; Inui et al., 1990).
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4.8 POTENCIAL DE MEMBRANA.

Las mitocondrias de Fuglena gracilis son capaces de
generar un potencial de membrana con todos los sustratos
(Fig.31) como se muestra con la prueba semicuantitativa de
safranina (Akerman, 1976).

El CN no colapsa completamente el potencial de membrana
generado por la oxidaciéh de G+M, succinato y lactato. Esto
sugilere, de acuerdo coh un trabajo previo (Moreno~Sanchez y
Raya, 1987), que la respiracién resistente a CN puede o es
capaz de generar un potencial de membrana sensible a
desacoplantes,

S5in embargo, una correlacién estricta entre 1la
respliracién resistente a CN y el potencial de membrana
resistente a este inhibidor no fué encontrada para NADH y
succinato (Tabla III y Fig.31 ¢,D); la razén de esta
discrepencia no se conoce. Tampoco sucede con a-KG por que
8i colapsa el potencial pero no inhibe el consumo de
oxigeno.

La sefial de absorbencia con safranina alcanza un maximeo
con 1la adicién de los sustratos (Fig.31) disminuyendo
después. Esta disminucibn espontinea del potencial de
membrana fué quizds por un ligero desacople inducido por la
entrada de colorante (Rottenberg, 1984)., Se utilizé 1la
relacién de 10nmol de safranina por mg de protefina como se

sugliere para mitocondrias de mamiferos (Akerman, 1976).
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¥ig.31. Generacidén del Potencial de Membrana con diversos
sustratos.

Las mitocondrias (1mg/ml) fueron incubadas como se
describe en métodos con l0uM de safranina. Después do 8 min.
los sustratos fueron adicionados y se registrd la
absorbancia a 511-533. La concentracién de sustratos se
indica en la Tabla I. 100zM de CN y luM de CCCP.
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Para medir el potencial de membrana cuantitativamente

dependiente de la oxidacién de sustratos se usd SH-TPP*.
El TPP* es una determinacién mis fiel del potencial que la
safranina ya que é&ste se incorpora como respuesta al
gradiente electroquimico a la membrana mitocondrial y con
safranina podrian existir ciertas variaciones sobre todo ei
hay una alto contenido de lipidos en la preparacién ya que
en vez de fijarse a la membrana mitocondrial lo hace a los
lipidos contaminantes.

Los valores obtenidos mediante ésta té&cnica con los
diferentes sustratos son 99, 96, 83, 77, y 70 mV para
succinato, lactato, G+M, NADH y a-KG, respectivamente.

Estos valores de potencial de membrana se obtuvieron
después de la unién inespecifica de TPpt, como se indica
para mitocondrias de higado de rata. La posibilidad de 1la
uniﬁp inespecifica es grande por o tanto, 1los valores

pueden ser no estimados.



4.9 HINCHAMIENTO.

La adicién de varios sustratos induce un incremento en
el volumen intramitocondrial (Fig.32) el cual fué méas
prolongado con a-KG (Fig.32 D),pero no tan prolongade con
los otros sustratos, G+M, NADH, succinato y lactato.

Con la adicién de ADP las mitocondrias se contraen y y

esta respuesta es sensible a oligomicina con G+M (Fig.32B) y
con todos los sustratos usados (datos no mostrados).
La contraccién inducida por ADP fue también probada con
sustrato no adicionade (Fig.32C) y fue fosfato dependienta
indicando que esta fosforilacién oxidativa es un proceso que
involucra un cambio en el volumen mnitocondrial. Esta
observacién fué reportada hace varios afios en mitocondrias
de mamiferos (Packer, 1967).

Ademéis, la adicién de un ionéforo de XK' la valinomicina
induc_:e un incremento en el hinchamiento (permeabilidad a K+)
el cual fué significative con G+M, NADH, succinato y lactate

y negligible en ausencia de estos sustratos (Fig.32 C). esto
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indica que los cambios en el volumen de la matriz fueron

dependientes de energfa y en donde también los movimientos

de K* estan involucrados.
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¥ig.32. Hinchamiento.

Las mitocondrias fueron incubadas (1 mg/ml) en 2 ml de
medio KMEP deacrito en métodos. A y B 7.5mM de glutamato +
15mM de malato (G+M), D. 10mM de a=-KG, E. 1lmM de NADH, F.
10mM de succinato y G. 10mM de lactato, 300nmol de ADP, 0.45
nmol de valinomicina (VAL) y 0.01mM de oligomicina (oligo).



4.10 PIRIDIN NUCLEOTIDOS

Se pretende inicialmente 1la caracterizacién de
reacciones que involucran la oxidacién de lactato y el
estado redox del NAD(P)H intramitocondrial. .

Los patronas de oxido-reduccién de NAD(P)H fueron
observadeos con G+M: la adicién de un desacoplante (CCCp)
entre la sintesis de ATP y el transporte de electrones,
induce una r&pida oxidacién. Sin embargo, DPA, rotenona,
mixotiazol y HONO producen una reducci6n total (Fig. 33
A,B,J3,K}.

con lactato como sustrato, el cccP induce més
extensanente la oxidacién de NAD(P)H la cual fue
parcialmente blogueada por rotenona (Fig.33c), y mixotiazol
(Fig.33H). Sin embargo, el DPA (Fig.33E) Yy el HONO (Fig.33I)
lo redujeron totalmente.

El incremento en fluorescencia inducido por antimicina
con iactato (Fig.33 D) no se relacion6 con la reduccién de
NAD (P)H.

La adicién de antimicina en mitocondrias incubadas en
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ausencia de sustrato (Fig.33 G) también indujo un incremento

en la fluorescencia.
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an

preparaciones distintas de mitocondrias aisladas de Euglena

gracilis oxidando lactato y G+M.
suspensién mitocondrial fué medida
Las mitocondrias (1lmg/ml) fueron incubadas en 2ml

métodos.

como se

La fluorescencia de 1la
describe en

de medio KMEP durante 8-10min después de la adicién de los

sustratos indicados, 4pM CCCP, 12.5uM rotenona (Rot),
No se adicion6 sustratos en los

DPA y 10uM antimicina.
trazos ¥ y G.

0.25mM



Estos datos de la Fig. 33 ¢, E, H, I, sugieren que la
oxidacién de lactato estd asociada® con 1la formacién de
NAD(P)H. Sin embargo, la actividad de la lactato oxidasa fue
detectada en preparaciones frescas de particulas
submitocondriales (obtenidas por sonicacién y centrifugacién
diferencial a 105,000 x g), hay que hacer notar que la
actividad de esta lactato oxidasa baja casi un 80% en
muestras de preparaciones congeladas; aunque esto reguiere
de mAs caracterizacién, parece ser que la lactato oxidasa
esta localizada en la membrana mitocondrial interna.

Price en 1962 describe una D-LDH en extractos celulares
dependiente de zinc la cual no tienen como requerimiento
esencial el NAD en Euglena; la localizacién subcelular de
ésta actividad de la enzima fué identificada en una fraccién
mitocondrial (Graves, 1572; Collins y Merrxet, 1975), en la
cual también se observé que el CN (1mM) s6lo inhibe un 10%
la o*idaciﬁn de D-lactato.

Por otra parte, resulta interesante una D-LDH dependiente de
flavin directamente unida a la cadena respiratoria, también
descrita en E.coll y algunas bacterias.

la presencia de la actividad de la lactato oxidasa en
mitocondrias de FEuglena sugiere una unién evolutiva entre
cadenas respiratorias de bacterias y Euglena.

La actividad de la citocromo oxidasa de mitocondria de
Euglena gracilis, fue medida con citocromo c de caballo ésta
no mostrd diferencia alquna entre este citocromo y el

citocromo ¢ de levadura, pero si varia utilizando citocromo
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¢ de Euglena dependiendo del medic de cultivo usado
{(calvayrac et al., 1978).

Se confirmé, de acuerdo a datos ya reportados (Devars
et al., 1992) que la adiciétn de citocromo ¢ de caballo o de
levadura (10 pM) no estimulan la actividad de la citocrome
oxidasa de Euglena.

La actividad de é&sta oxidasa fue de 267 t 2 (15) ng4tomos de
Ozlmin'llmg'l, con el nGmero de preparaciones indicado entre
paré&ntesis. Esta aumenté c¢asi al doble en preparaciones de
particulas submitocondriales 488 + 3 (10), ambas fueron

sensibles a CN y azida de sodio (dato no mostrado).
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V CONCLUBIONES.

La‘ realizacién Q&el presente trabajo nos permite
c¢oncluir lo siguiente:

Las mitocondrias aisladas de Fuglena presentan
acoplamiento entre la respiracién y la sintesis de ATP por
los altos valores de CR y ADP/O obtenildos con los diferentes
sustratos utilizados.

Por otra parte, la oxidacién de estos sustratos
presenta sensiblilidad parcial a diverscs inhibidores (Tabla
III), tanto de cadena clisica como rotenona, antimicina y cN
y algunos de cadena alterna reportados para Fuglena y para
mitocondrias de plantas, esto con el fin de corroborar 1la
presencia de una o varias vias ait:ernas de oxidacisn de
sustratoes.

Aunque la mitocondria de Euglena muestra algunas de las
reacciones dependientes de energia encontradas en
mitocondrias de mamiferos sa observaron algunas diferencias
interesantes.

Euglena presenta una cadena respiratoria insensible a
CN y smeria interesante demostrar que esta via es capaz de
apoyar reacciones dependientes de energia.

Seria muy importante contar en esta investigacién con
un inhibidor especifico e la respiracién insensible a CN y

de la via alterna, pero no se ha descrito ninguno.



Los datos de la Tabla III. indican que la antimicina o
la baja concentracién de CN s6lo como inhibidor de 1la
citocromo oxidasa no afectan la oxidasa alterna, para la
cual no se ha encontrado un inhibidor especifico.

El SHAM no inhibe de manera especifica y eficiente 1la
respiracién insensible a CN en EFuglena, pero si la inhibe en
algunos eucariontes inferiores (Henry y Nyns, 1975).

Se observé que la via alterna es capaz de llevar a cabo
una pequefila sintesis con 100uM de CN, en este caso el CN
puede actuar como un blogueador del flujo de electrones por
la via clasica y en cambio incrementa la utilizacién de
rutas alternas insensibles. Sin embargo, se puede observar
un remanente por que la concentracién de CN no inhibe 1la
oxidasa alterna.

E1 HQNO, mixotiazol y DPA inhiben la via alterna pero
tambi&n parecen tener efecto al bloquear la respiracién
sensible a CN.

La combinacién de dos inhibidores para el estudio de la
via alterna en reacciones dependientes de energfa puede ser
atil.

Es muy importante el anilisis de la cinética con
inhibidores respiratorios ya que revels la efectividad de
cada uno de estos con los distintos sustratos sugiriendo que

existe una ramificacién en el sistema respiraterio.
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El mantenimiento de un pequefio potencial de membrana en
presencia de CN con G+M (Moreno-Sf&nchez y Raya, 1987) fue
confirmado en é&ste estudio y anpliado a los otros sustratos.
Esta observacién sugiere que el citocromo o , la oxidasa
alterna pueden ser una bomba de protones en la mitocondria
de Buglena.

Una demostracién directa de la fosforilacién oxidativa
lievada a cabo por el lactato resultd insensible a
antimicina (sensible a HQNO) lo que confirma que este
sustrato es oxidado por la via alterna y que esta via no
presenta aparentemente una ramificacién en la citocromo
oxidasa (Sharpless y Butow, 1570b; y Buetow. D, 1989). asi,
como se habia postulado por Sharpless Yy Butow (1970) la
mitocondria de Euglena parece tener dos vias alternas, una
via insensible a CN en la cual hay una pequefia sintesis de
ATP y una via alterna lactato-dependiente que es capaz de
11ev$r a cabo reacclones dependientes de energia.

La medicién del consumo de oxigeno y el potenclal de
menmbrana sugieren que el succinato es preferentemente
oxidade por la via clésica de transporte de electreones en

“tanto que los demis sustratos probados alimentan también la
via alterna.

La via alterna involucra un citocromo tipo bt
(Buetow.D.1989), insensible a antimicina gue se manifiesta
en la oxidacién de lactato y GiM; y una oxidasa alterna
insensible a CN durante la oxidacién de NADH y lactato

principalmente.



Resulta interesante, 1la presencia de una lactato
oxidasa en particulas submitocondriales de Euglena ya due
indican que 1la 1lactato deshidrogenasa es un componente
integral de la cadena respiratoria, estas caracteristicas
son importantes ya que son similares a las caracteristicas
descritas para la oxidacién de lactato en sistemas
respiratorios de bacterias.

Esto implica que puede existir wuna proximidad
taxonémica y evolutiva entre algunas bacterias y las
mitocondrias de Euglena. Una comparacién entre la LDH de
mitocondrias de Fugiena y bacterias puede proveer una

evidencia de su relacién filogenética.
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VI PERSPECTIVAS.

Pienso que la investigaciétn que se ha realizado ha
permitido tener una mayor comprensién de la oxidacién de los
diferentes sustratos en mitocondrias aisladas de Euglena
gracilis, algo con respecto a su ragulacién, la capacidad de
la mitocondria de sintetizar ATP y otros procesos
dependientes de energia. Sin embargo, queda un amplioc campo

por investigar:

Caracterizar las vias alternas mediante la medicién de
clitocromos, espectros diferenciales, creciendo a las células
en diferentes fuentes de carbono ya que parece que estas
vias alternas son inducibles.

Quizds un aspecte mis interosante en la composicién de
los citocromos es la existencia de varias oxidasas
terminales con diferente sensibilidad por el oxigeno y
diferente sensibilidad a diversos inhibidores.

Definir la composiciédn de la(s) cadena(s) de transporte
de electrones, en donde, seria de gran ayuda contar con'
inhibidores especificos.

Relacién entre la copposicién de lgs citocromos y su
eficiencia para formar gradientes de ut

Caracterizacién de la oxidacién del Lactatc ya gue es
el sustrato gque se oxida a mayor velocidad y es poco

sensible a diferentes inhibidores.



Aislar 1'd purificar la Lactato Deshidrogenasa
mitoconrial de Euglena gracilis ya que parece indicar que es
un componente integral de la cadena respiratoria con el fin
de encontrar alguna relacién entre esta enzima y la cadena
respiratoria de bacterias.

Caracterizacién de las mitocondrias de células crecidas
en presencila de Hg, ca y Plomo, que es uno de los
principales contaminantes amblentales y observar la

capacidad adaptativa de las células a ambiemtes adversos.

Comenzamos a caracterizar al organismo, su metabolismo,
capacidad adaptativa a muy diversas fuentes de carbono, pero
queda mucho por descubrir acerca de aspectos importantes en

bicenergética y su regulacién.
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APENDICE A.
Centrifugacién Diferencial.

Se le llama centrifugacién diferencial al proceso
fisico que aplica 1la fuerza centrifuga para separar
organelos de acuerdo, con el coeficiente de sedimentacidn de
cada uno. Los organelos m&s denscs sedimentan primere. La
porcién de sobrenadante de cada centrifugacién se somete
nuevamente a una fuerza centrifuga mayor, obteniéndose la
separacién de los diversos componentes celulares, en orden
decreciente de su densidad.

El coeficiente de una particula depende del tamafio,
forma, densidad de 1la particula y de 1la viscosidad del
medio.
si se somete a una célula a la accién de una fuerza
centrifuga adecuada, sus organelos se distribuirdn en

' diferentes capas dentro de la célula dependiendo de su
coeficiente de sedimentacién. Las nitocondrias sedimentan
aproximadamente a 10.000xg, nficleos 1000xg, microsonas
105,000xg (120min) , reticulo y ribosomas 105,000%g (20min).

La centrifugacién debe realizarse a una temperatura
ligeramente superior al punto de congelacién para impedir
que los sistemas enzim&ticos funcionen, lo que lesionaria
los organelos durante su separacidn,

El control de la pureza de las fracciones obtenidas
debe realizarse al microscopio electrénico o por métodos

bioquinmicos.
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APENDICE B.
Método Polarogr&fico.

Este método de an&lisis estd basado en las curvas
corriente-voltaje que salen de un (micro)electrodo. La
_difusién es el paso determinante de la velocidad en 1la
descarga de iones. Lo sobresaliente del método es gque
produce una corriente de electrélisis restrictiva que es
directamente proporcional a la concentracién de la especie
electrolizable y un potencial de media onda, el potencial en
que la corriente ha alcanzado la mnitad de su valor
restrictivo, que es caracteristico de cada especie.

Un electrode se considera gue esti polarizade cuando
adopta un potencial aplicado sobre &1 con muy poco o sin
cambio de la corriente (Willard, et al.1975).

La velocidad de difusién de especies iénicas
particulares es proporcional a la diferencia entre estas dos
conc;ntraclones, y estd dada por la lay de Fick:

8 = AD (C-Co)
6t d
En donde A= Srea expuesta de la superficie del electrodo
b= coeficiente de difusién del i6n
§= espesor de la capa de difusién alrededor del
microelectrodo.

Conforme la regifn alrededor del microelectrodo empieza
a agotarse de iones electroactivos, esto es, conforme Co se
aproxima a <ero, la velocidad de difusiétn se vuelve

proporcional a la concentraci6én en la masa de la solucién, C
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Esta es otra propiedad caracteristica de un electrodo
completamente polarizado, y sirve como la base para el
analisis cuantitativo.

Cuando se establece el equilibrio en un microelectrodo,
la velocidad de descarga de los iones por la corriente sers
igual a la velocidad de difusién del electrodo.

La influencia de la temperatura sobre la corriente de
difusién es muy wmarcada, particularmente conforme el
coeficiente de difusién de mnuchos icnes cambia de 1-2%
alrededor de 25°c, la cual es 1la temperatura estandar
escogida para el trabajo polarogrdfico. Esto, implica que 1a
temperatura de la solucidn, en la celda polarografica debe
de ser controlada para gue exista una variacién solo de
0.5°C o menos (Willard et ul.,19755.

La sconda sensible a 0; es una celda electrolitica con
" cftodo de oro (o platino) separado de un &nodo de plata
montados en una base de la celda rodeada por una cubierta de
agua. El &nodo esti electricamente conectado al catodo por
un gel electrolitico, y el sistema quimico total se
encuentra aislado del medio ambiente por una fina membrana
permeable al O (frecuentemente de teflén), bajo esta se
pone KCL saturado que actda como electrolitn

(Whittaker,1982).



El electrodo de platino estia polarizade a -0.6V
respecto al electrodo de plata y Bl O3 reducidec en el
electrodo de platino .

0 + 20 + 28 Hy0
Hp0, + 2HY + 28 2 Hz0

El oxigeno, en la muestra, se difunde a través de la
membrana, se reduce en el c&todo con formacit6n del producto
de oxidacién en el &nodo de plata (Fork,1972a).

La corriente resultante es proporcional a la cantidad de
oxigeno reducido.

La unidad analizadora opera en un margen de 0.2 a =
0.8V; é&stos incluyen a los halSgenos y al SOz, Y el HpS
contamina los electrodos.

Una medida eléctrica de oxigeno es posible ya que esta
disminuye en el c&todo negative de platino, probablemente
por la reaccién:

' O +2H,0+4e=40H™
El &nodo de plata y KCl como soporte electrolitico; 1a
reaccién en el dnodo es:

4Ag+4ClT=4AgCl+de
En consecuencia se toman 4 electrones (e).del electrodo de
platino, provocando una corriente que fluye dal electrodo
Ag/AgCl. La magnitud de la corriente es directamente
proporcional a la concentracién del oxigeno en solucién. Es
posible hacer mediciones hasta que todo el oxigeno sea

utilizado.
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El resultado de la corriente de flujo es proporcional a
la concentracién de oxigeno en la muestra (Fork,1972b).

El polarograma de corriente contra fuerza electromotriz
tiene una meseta plana, las variacicnes de voltaje aplicadas
al electrocdo no producen variaciones en 1la corriente de
flujo.

El voltaje varia si una larga resistencia existe en el
circuito, ya que los cambios de corriente producidos por el
oxigeno evolucionan con la nmuestra y tienen un cambio en el
potencial del electrodo de platino. Para evitar 1la
resistencia del electrodo de referencia se propuso una
resistencia de 100 ohms y, el voltajs es mediado a través de
un amplificador (Douglas y Donald,1988).

Kouchkovsky encontré gque el logaritmo del radiec de
corriente de flujo por mol disuelto de oxigeno aumenta
" linealmente con el reciproco de la temperatura absoluta (Q

alrededor de 2.8).
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APENDICE C.
Espectrofotdémetro.

Proporciona la relacién o una funcién de la relacién,
de la potencia radiante de dos haces con una funcién del
espectro de la longitud de onda. Estos dos haces pueden
separarse en tiempo, espacio o ambos.

Los componentes principales son : una fuente de energia

radiante, filtro para el aislamiento de una banda de
energfa radiante, un sistema &6ptico para producir un haz
paralelo a la luz filtrada para el pasaje a travér de una
celda de absorcién (celda), un detector para la energla
radiante no absorbida y medidores de lectura asociados.
Se usa un prisma o emparrillado como aparato dispersor para
el aislamiento de una banda espectral deseada de energia
radiante. Las fuentes son importantes desde el punto de
viate de su rango Y su distribucién espectral relativa
dentro de este rango, su estabilidad y su temperatura de
operacisn (Willard, et al.1975).

Cuando la energla radiante incidente eata‘
instrumentalmente restringida a un rango de frecuencias
absorbidas por el ién o molécula, el cambio de porcentaje en
respuesta para un cambio de concentracién dazda, se hace
mayor. El receptor no se limita al rango de luz visible sino
que permite el ultravioleta y cercanos al infrarrojo.

La funcién de la fuente de 1luz es la de proveer luz

incidente de suficiente intensidad para la medicién.
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Para trabajar en las regiones visibles cerca del
infrarrojo y el ultravioleta, la fuente més comfin es 1la
lampara incandescente encerrada en vidrio, de filamento de
tungsteno (emite su principal porcién de energia en 1la
ragién cercana al infrarrojo del espectro).

Las caracteristicas de un aparato de dispersién son ;
la anchura del paso de la banda, la longitud de onda de 1la
banda del centro y su transmitancia en el pico de la banda.

La selecci6n del filtro es un compromiso entre la
transmitancia de la cresta y la anchura del paso de la
banda; la primera debe ser muy alta y la segunda tan angosta
como sea posible.

Los filtros de vidrio usuales tienen anchuras de paso
relativamente amplias 35-50uu y su transmitancia del 5-2%.
La acecién del filtro es la absorcién de la energia no

' deseada, se debe considerar el calor de dispersién asi como
la resistencia al cambio en sus caracteristicas espectrales
después de largos periédos de uso.

La accién de un prisma es dispersar un haz
policromiético de radliacién dentro de un espectro y depende
de la vériacibn del indice de refraccién con la longitud de
onda.

Ccomo se usa en log espectrémetros la luz de la fuente
es dirigida a través de una lente convergente hacia una
abertura de entrada en el punto focal de la lente, de ahi

pasa a un prisma y a una segunda lente convergente.
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Aqui es muy importante mencionar la ley de Lambert y
Beer: "La concentracién de una substancia es directamente
proporcional a la cantidad de energia radiante absorbida e
inversamente proporcional al logaritmo de la energia
radiante transmitida®" (Kaplan y Pesce,1991}).

La absorbancia es directamente proporcional al paso de
la energia radiante a través de la cé&lula.

La relaciétn matemdtica entre 1la absorbancia de 1la
energia radiante, concentracién de una solucién y el paso de
la luz se muestra por la ley de Lambert-Beer:

A=abc
a = coeficlente de extincién molar
b = paso de la luz en la solucién en cm
¢ = concentracién de la muestra

La transmitancia de una muestra en solucién es definida
como la proporcién de la luz incidente que atraviesa 1la
mﬁest;ra. Usualmente, se describe como porcentaje (%T). Este
concepto es importante por que es s65loc la luz transmitida la
qua puede ser medida.

La disminucién en el porcentaje de transmitancia varia‘
inversa y logaritmicamente con la concentracién, por lo que
es mas conveniente wutilizar 1la absorbencia, que es
directamente proporcional a 1la concentracién, pero es
importante tener en cuenta que la absorbencia no es una
medida cuantitativa directa pero s6lo se obtiene por un
c&lculo matemitico de la transmitancia (Raplan y

Pesce, 1991).
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La relaci6én entre absorbencia y el porcentaje de
transmitancia es una escala lineal de 0 a 100%, mientras que
la escala da absorbencia es logaritmica y va de infinito a
cero.

La dispersién del vidrio es aproximadamente 3 veces la
del cuarzo, y es el material de eleccién para la porcién
visible deal espectro.

Entre mis sensible sea el aparato de medicién para la
radiacién emergente, m&s angosta serd la abertura de 1la
banda y mds puro el haz emergente de radiacién hasta cierto

punto.



APENDICE D.
Espectrofotémetro de doble hag.

En un espectrofotémetro de doble haz, se toman dos
haces equivalentes de fuente de la luz y, por medio de un
espejo giratorio y un interruptor de luz, cada haz atraviesa
el sistema monocromador-detector en ciclos alternados. Se
coloca la muestra en un haz, en tanto se deja vacio el haz
de referencla o contiene un blanco de referencia o solucién.
En tanto haya mds del 95% de radiacién incidente que sgea
absorbida por la muestra o solvente, el instrumento es
efaectivamente inactivo y la traza del espactro no significa
nada. Esto debe tomarse en cuenta para hacer la seleccién de
solventes, concentraclones y espesor de las celdas (Willard
et al.,1975).

El amplificador se ajusta a la frecuencia del cortado
del haz de luz; las sefiales de frecuencias diferentes no son
amplificadas. La sgefial rasultante, activa un mecaniemoc
autoragulador que mueve un prisma 6ptico © colector-

obturador que estd mnontado en el trayecto del haz de
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referencia, reduciéndo asi su energfa hasta gue ambos haces

estdn nuevamente balanceados. El1 atenuador 6ptico esti
ligado mecanicamente a una pluma registradora que se mueve
sobre el papel conforme se estd buscando el egquilibrio. Por
lo tanto, el registro trazado es la transmitancia relativa

de la muestra.



La exactitud y reproducibilidad de 1la lectura del
espectro depande de la velocidad y sensibilidad del detector
y amplificador.

Un sistema de registro, no intenta alcanzar una
ecualizacién fisica de las intensidades del haz de muestra y
de raeferencia. Las sefiales de los haces se separan después
de la amplificacién, generalmente por microinterruptores
oparados dsde el mango del motor gue impulsa al espejo
giratorio. La frecuencia de cortado se arregla para incluir
un intervalo oscuro entre cada periédo de lluminacién de la
rejilla de salida. Las dos sefiales separadas, amplificadas
independientemente una de la otra, se rectifican para
corriente directa y se alimentan hacia un potencibmetro
registrador. El potencial del haz de referencia, se coloca a
través de todo el alambre cursor, y la sefial del haz de
muestra se alimenta hacia un contactor variable. Por esto la
proporcién de transmitancia se alcanza automaticamente y es
continuamente registrada.

Una caracteristica importante es gue el ajuste
automidtico de la velocidad de exploracién sea inversaménte
proporcional a la velocidad del cambio de la transmitancia
con la longitud de onda. Esto permite un fiel registro
cuando se encuentra una porcidn compleja del espectro o
cuando el nivel de 1la energia gque 1llega al detector es

reducido como en el anAalisis diferencial.
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APENDICE E.
Pluocrescencia.

Es el fenfmeno mediante el cual una molé&cula puede
liberarse de su exceso de energia después de la absorcién de
radiacién electromagnética y se caracteriza por tener un
tiempo de vida del orden de 1074 a 1078 segundos. La
radiacién excitante y remitida puede caer en las regicnes
visibles, ultravioleta, o mis regiones energéticas del
espaectro.

Este proceso se caracteriza por dos espectros, uno de
excitacién y otro de emisidn.

La  distribucién espectral de 1la radiacién de
fluorescencia es una caracteristica fisica y abscluta de una
sustancia determinada.

La excitacién consiste en exponer a una especie a la
radiacién en la porcién del espectro donde la molécula es
capaz de absober energia. En donde un cuanto de luz gque
golpea a una molécula, es absorbido aproximadamente en 10715
seqgundos.

Si la energia de la molécula aumenta lo suficiente, se
llevard a cabo una transicién electrica hacia un estado
electrénico superior.

Por lo tanto, la excitacién se lleva a cabo en el nivel
vibracional mis bajo del estado electrénico normal (G o Sg).

En el estado basal cada -electrén estd acoplado con
otro; es decir, en cada orbita existen dos electrones, con

spins opuestos los cuales se anulan.
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La energia radiante de cilerta frecuencia es obsorbida
dentro de una banda de absorcién normal de una molé&cula en
donde uno de los electrones acoplados se eleva a un estado
excitado y estas transiciones son responsables del espectro
de excltacién (Willard et al.,197S).

En cuanto a la emisién, el estado excitado persiste por
un tiempo finito de orden de 1078 a 10”4. Durante este
intervalo, cualquier energia absorblda en exceso se disipa
rapidamente. La disipacién de la energia vibracional puede
involucrar la transferencia de energfa por colisiones entre
moléculas hasta alcanzar el nivel vibracional méds bajo del
estado excitado, en este punto, 1la posibilidad para que el
electrén regrese a su estado basal es nmuy alta y si su
energia no ha tenido mayor disipacién con otras molé&culas
después de un lapso de tiempo los electrones regresan a su
estado basal, y durante esta transicién se libera energia
que éesencadena la emisién fluerescente.

El primer requisito para 1la fluorescencia es el de
disponer de una estructura absorbente. La fluorescencia
puede expresarse generalmente en molé&culas que contienen
dobles ligaduras de conjuncién mdltiple , con alto grado de
estabilidad de resonancia, y tener cuando menos un grupo
donante de electrones.

La magnitud de la fluorescencia total dependerd de la
cantidad de fluoréforos en solucién, y sigue la ley de Beer,
la cual establece que en una solucién de una sustancia

absorbente, la absorbancia es directamente proporcional a la
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concentracién; y s6lo se cumple para soluciones diluidas del
orden de unas partes por millén o menbs, la intensidad de la
fluorescencia es proporcional a la concentracién (Kaplan y
Pesce,1991).

La sensibilidad de la fluorescencia tiene cuando menos
dos ordenes de magnitud mayores gque la espectrometria de
absorcién, por abajo de 1074 pg/ml y “es lineal arriba de 10
pg/ml o mds alto.

El Fluorémetro consta de tres partes b&sicas:una fuente
de energia radiante con la cual se irradia a la muestra, un
portamuestra y un detector para medir la fluorescencia.

La selecci6én de la longitud de onda de excitacién se
realiza con un filtro primario en el haz incidente antes de
la celda de muestra, para compensar en forma parcial 1la
relativamente débil fluorescencia de muchas muestras se
conectan en paralelo dos fotoceldas o se emplea un espejo
reflectante para aumentar la fuerza de la sefial. Actualmente
se usan los tubos fotomultiplicadores.

En una posicién en &ngulos rectes con respecto al haz
incidente y con rejillas los detectores ven s6lo el 11quido~
iluminado y no las caras iluminadas de las celdas, lo que
minimiza la reflexién de cualquier radiacién excitante
intensa. Para proteger a los detectores de la radliacién
dispersada se colocan filtros secundarios para que absorban
radiacién dispersada primaria, pero gque transmitan la 1luz

fluorescente.
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APENDICE Y.
Determinacién de proteina. (BIURET)

cuande hay una reaccién de biuret se forma un complejo
Cu-proteina que se detecta por un aumento en la absorbancia
545 nm (violeta).

El cobre se pone en forma de sulfato, y el color es m&s
intenso a medida que se aumenta la concentracién de cobre.
El hidroxido de sodio previene la formacién del complejo de
hidroxido de cobre.

El alcalli acelera la reacci6én y a muy bajas
concentraciones desarrolla color en dias, por arriba del 2%.
El tartrato es un agente estabilizante de los reactivos que
contienen cobre, su accidén es lenta y hay gue esperar a que
se desarrolle color, su efecto no depende de su
concentracién sino de su relacién con el cobre.

La temperatura no tiene efecto en la reaccién por que
aumenta la escala con aumentc de los 10°cC.

Una de las propiedades importantes es que los reactivos
de biuret estabilizados con tartrato no desarrollan turbidez
en la mezcla de reacclén (Gornal et al.,1949).

Con iodurc de potasio, hay una autoreduccién del cobre y el
complejo proteina-tartrato no se forma.

Se selecciona un blanco y estdndares de albGmina.
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“The rate of endogenous respiration of Euglena gracitis Kicbs grown in the dark in the presence of different carbon sources, both
in late logarithmic and early stationary phases, was studicd. Different sensitivity of endogenous respiration 10 cyanide was observed
for cach growih condition. However no significant dnﬂ:n:nce m mc satie of cytechrame o to way was found. 1nhibition constants
for cyanide of endog; and ) werg also of  similar magnitude. Thve ratg ofres-
piration of isolated mitochongria was inhibited by wyanide to a differat exteny depending on the oxidizable subsirate used. his sug-

gested that (he sensitivity of endogenous respiration te cyanide in Euglena grucilis cells s related 10 the cytoplasmic availability of

substrate generated by the particular growih conditions.

Key woeds: Euglena gracilis: cyanide fesistant respiration: cytochtome o

Introduction

Euglena gracills possesses both autotrophic and
‘heterotrophic characteristics which place this pro-
tist near the earliest phylogenetic branching of a
wide varicty of eukaryotes including plants, ani-
mals, fungi, ciliates and amocbas [1]. Several
studics have fi d on the develor of
chiotoplasts {2—-5] whereas others have dealt with
mitochondrial metabolism [6,7]. Euglena celis
grown in the dark lack chlorophyll and the

of proplastids into chl does
not (uke place. Howcv:r. these cells mmn func-
tional mitochondria [3-5] allowing the study of
mitochondrial metabolism in situ. In fact, Euglena
has been regarded as an hepatic cell model (8], The
usc of unicellular organisms in studies of ine
termediary metabolism avoids the damage that

could sesull when tis: we-forming cells are
scparated. Morcover, axe ic Euglena cultures ate
inexpensive and high yiclds of biological material
can be obtained.

Mitachondria isolated from Euglena gracilis ex-
hibit oxidative phosphorylation [10-18] with
several substrates. However phosphorylation as
‘well as respiration are panmlly mscnsmvc tocyan-
ide, and ding on the
substrate used [‘l 10,13, l') 20]. Thus it has been
suggested that Euvglena mitochondria possess an
alternate respiratory chain [11]. The altecnate
pathway seems to oxidize NADH, succinate and
lactate [7], is stimulated by AMP and is blocked by
diphenylamine {20]. A b-lype cytochrome, prob-
ably o, is invoived (11); this pathway also appears
to gencrate an  uncoupler-sensitive membrane
potential [18).

Endogenous respiration of Euglena cells can be

Corresp to: Rafael M Anchez, Dep de
i Instituto Nacional de C; duan Badiana
No. §. México D.F. 14080, Mexico.

dified by the prevailing culiure conditions such
as pH, temperature, oxygen concentration, carbon
source, and culture age {9,21-25].

0168-945292505,00  © 1992 Elsevicr Scientific Publishers Ireland Lid.
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The question arises as 1o whether the alternate
respiratory chain plays a role in the cellular energy
balance of Euglena gracilis grown in the dark,
since it has been reported that cyanide-resistant
respiration can be differentially induced by vary-
ing the carbon source in the culture medium §20).

In the present study the cyanide resistant respi-
ratien of Euglena gracilis cells grown in the dark
with dilferent carbon sources was determined in
late logarithmic and carly stationary growing
phases. The differant cyanide sensitivities of the
endogenous cell respiration were compared with
respect to different affinities for the inhibitor and
cytochrome o and da; content. .

Materials and Methods

Cell cultures

Samples of wild type Euglena gracilis (a strain
similar to Z, scc Ref. 18) cultured in darkness for
4 years were reactivated by 3-6 transfer cycles in
the corresponding medium. The cells were grown
axenically in the dark, with gentle orbital agitation
at 61 rev./min, at room temperature (20-25°C) in:
(1) peptone plus acetate {p + a) medium of initial
pH 6.8 containing 0.1% (w/v) ol each of the follow-
ing components: bacteriological peptone, meat
peplone, and sodlum acetate; (2) the acidic

described by Hutner et al.

[26] as modll'ed by Schiff et al. 27§ of initial pH
3.5, which containced glutamate plus malate
(g + m) as carbon source; and (3) the lactate (lac)
medium in which glutamate + malate of the
(g + m) medium {26,27] were replaced by 36 mM
DL-lactic acid. In these media cells were harvested
after the cylture reached the late logarithmic (3
days) or catly stationary (5 dnys) phnse of gmwlh
A resting ium (2 1%
initial pH 6.8 in which there wis no cefl dwmon
was also used: an aliquot of 100 mi of cells growing
ot (g + m) medium for 3 days was mixed nsep-
tically with 500 ml of resting medium, and the cells
were kept for 4 morc days before harvesting.

Cultures werce started with an inoculum of cells
(5-10%, viv) in the exponential phase of growth
containing 0.2 X 10° celis’m! for (g + m) and
(lac) media and 0.07 x 10® cells/m! for (p + 1)

medium. At the carly stationary phase the den-
sities reached were: 5 = 0.27 x 10° (7) cells/ml
for (g + m) medium, 3.07 = 0.19 x 10° (9)
cells/ml for (Iac) medium and 1.3 = 0.14 x 10°
(3) celis/ml for {p + a) medium. Values are means
+ standard crrors and the number of experiments
is given in parenthescs. Similar cell densities were
obtained in cultures of 100 ml {used for whole cells
experiments) or 11 (used to isolate mitochondria).
Cells transferred from (g + m) medium 10 resting
medium reached & density of approximately § x
10¢ cell/ml after 2 days and remained constant
thereafter. Cells were harvested, washed by cen-
trifugation at 1600 x g for 10 min in potassium
phosphate at pH 7.0 [28] and kept in the dark,
when used for oxygen consumption measure-
ments, or in a medium containing 250 mM
sucrose, 10 mM N.(2-hydroxyethyl) piperazine-
N (Z—elhnne) sulfomc aud (HEPES) and 2 mM

hylether)-N'.N ' N'.N'-
lelmaceuc acld (EGTA). pH 74 (SHE medium),
when cells were used to isolate milochondria, All
these manipulations were done in dim green light
(a fluorescent white light wrapped with green trans-
parcat paper) at room temperature.

Celis were counted in a Neubauer chamber after
dilution and immobilization in thc presence of
0.5% HCI (final concentration). Cell viability, as
determined by 0.01% methylene blue exclusion
[29], was always 92-98% aler harvesting and
decreased to 90-92% afier 4 h.

Determination of chlorophyll

The method of Arnon {30} was adapted to intact
<ells. Approximately 0.3 ml of cell suspension was
mixed with 5.6 ml of 80% aqueous acetone. The
mixture was vigorously stirred for 2 min and cen-
trifuged at 2000 rev./min for 5 min. The absor-
bance of the supcrnatant fluid was directly
measured at 645, 652, and 662 nm, and calcula-
tians were made using the extinction coefTicietts
reported by Arnon {30}, The content of chloro-
phyl} was <1 pg and 120-160 ug for 107 dark
and light-grown cells, respectively, Electron micro-
scopy of dark-grown ceils confirmed the absence
of well defined chloroplasts, although proplastids
were observed (not shown).



Oxygen consumplion niasuremients
Oxygen uptake of Englena (5~7 x 10° celis)
was measured with a Clark-type electrode (YSI
model 53} at 30°C in 3 m) of a medium containing
120 mM KCh 20 mM 3-(N-morpholino)pro-
panesuifonic acid (MOPS), 2 mM MgCl, I mM
K-phosphate and 2 mM EGTA, pH 7.2. Solubility
of oxygen was taken to be 400 ng atom Oym! at
30°C and at an altitude of 2240 m. Cells were kept
in the dack until use, but the measurement of O,
uptake was done under exposure to ambient light,
Cells grown under illumination (0.0025 Wicm?)
on Cramer-Myers medium [31] and harvested at
the exponentinl phase (3~4 days) showed an oxy-
gen uptake of 100~200 ng otoms exygen/min per
107 cells when respiration was measured in the
dark, Exposure of thesc cells to light (0.0056
Wicm? induced an active oxygen production of
300 ng atoms oxygen formed/min per 107 cells. In
contrast, cells grown in the dark were unable to
produce oxygeh &nd the rate of oxygen uptake wos

9

fonite reduced mitochondria were oblzined in
SHE medium diluted 11 {v/v) with glycesol, using
identical samples thermostated at 25°C. The ex-
perimental sumple was bubbled with carbon mon-
oxide under dim light for 30 s 10 revenl the cyto-
chrome ga; signal, or for 16 min to fully reveal the
signal of cytochtomie o; difference spectfa were
measured between the uvatreated and CO-treated
samples. The overlapping of the cytochrome aay
signal and that of cytochrome ¢ was eliminated by
bubbling carbon ide in the cuvette
for 3@ s. The contents of cytochromes ¢ and way
were cstimated using the millimolar extinction
coefficients reported for bacteria [34): e (428.5-
445 nm) = 14B/mM per em for cytochromes
(a + ay) and ¢ {418-430 nm) = 160/mM per cm
for cytochrome o,

Protein determination

Mitochondrial protein was mensured by the
bmrcl mclhcd [35) Turbidity. prcsum:\bly due to
found in somé prepaca-

not significantly modified by ifumination {(not
shown). Thus, the presence of proplastids in dark-
grown Euglena cells (3,32 apparently did not af
fect the measurement of the rate of respiration,

Preparation of ntitochandria
Mitochondria were prepared as previously de-
scribed [18) cxcept that SHE medium was used
ining 0.5% {wiv) in and sonication was
<arried out at 10-12 p W (40% of maximal power).

Cytochrome oxidase activity

Oxygen uptake of mitochondsial preparations
{0.5~1.5 mg protein) was measured in 2 ml of a
medium containing 250 mM sucrose, 20 mM
MOPS, 2 mM EGTA, 7 mM ascorbate, 4.8 pM
hotse cytochrome ¢, 5 uM antimycin A, 1 uM car-
Ponyl cyanide m-chlorophenyihydrazone (CCCP)
and 0.7 mM TMPD, pH 7.4. The rate ol oxygen
uptake uader these conditions was coasidesed 10
be & measure of cytochrome ¢ oxidase aclivity after
subtraction of the oxygen uptake resistant to 10
mM sodium azide {33}

Difference specira in the presence of carbon
monoxide
Carbon monoside difference spectra of dith-

tions, was climinated by centrifugation of the col-
ored solutions at 1500 rev./min for 5 min at 4°C
before detesmining absorbance.

Results and Discussion

The rate of endogenous respiration of dark-
grown Euglena cells was stimulated by the arti-
ficial cleciron donor tetramethylphenylenediamine
(TMPD)} (Fig 1). The TMPD-stimulated respira-
tion was blocked by cyamdc. but only pnrn.ﬂly afs
fected by the y chain inhibi
DPA (diphenylamine) (’0 36). This pattern of
inhibition by cyanide and DPA was similar for
cells grown in glutamate + malate {g + m) or
peptone + acetate {p + a) media (Fig. 1). Respira-
tion was slso stimulated By the uncoupler CCCP
{5-20 M), but a stable steady state rate was not
antained, Interestingly, the rate of endogenous res-
piration showed g different seasitivity to cyanide
depending on the growth medium, Figure | shows
that endogenous respiration is not affected in
(g + m)cells whereas in {(p + a) cells it is inhibited
60% by 0. mM cyanide.

The rates of endogenous and TMPD-stimulated
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Fig. 1. Endogenous respiration of dark-grown Euglena cells. Euglena gracilis was grown in the dark in glulamate + malate (A) or
peptone + acetate () media for § days as described under Methods. An aliquot of cells (3 x 10%for g + m.cells and 6 x 10% for
P + acells) was incubated in 3 m] of the medium dewailed under Methods fof measuring 0xygen uptake. Where indicated | mM DPA
or0.2mM TMPD (T) were added; KCN (0.1 mM) was added in the incubation medium before (he reaction was started by the addi-
tion of cells where indicated.

Tablel, Respiration of Eurglena cells grown in the dark with diffesent media (ng atoms oxygen/min per 107 cells), Euglena cclls were
grown in the indicated medium: endogenous and TAPD stimulated oxygen uptake were measured as described under Methods. The
values obtained from cells maintained in resting (mannitol} medium Mo 4 days were placed between logarithmic (L) and stationary
(S) phases because the cell number did not change under these conditions, The data shown represent mean + standard error with
the number of ceit preparationt in parenthescs.

Culture - TMPD + TMPD (0.2 mM)
medium

L 5 L s
(€ +m 207 = 10(4) 260 2 17N 362 = 76 (31 480 £ 42 ()10
Lactate 181 = 30(5) 149 = 298) 330 « 46 (5) 309 ¢ 3p (8!
p+a) 168 = 36(3) 138 = 27(4) M a4 300 & 75 (M
Mannitol 181 & 16 (5)° M5 & IR {DIE

Comparison of values with the same fetter were significantly different; other comparisons were not analyzed. *F < 0.005; °P <
0.005; *'8P < 0.005; 94P < 0.05 (student £ test for unpaired sampies).



respiration of Euglena cells grown or maintained
in 4 different media are showa in Table [ No
nificant difference in the rate of endogenous respi-
ration was found between the logarithmic and the
stationary phases for (p + a) or Jactate cells; in
¢g + m) cells a slight increase was found for the
stationary phasc. Cells from mannitol medium
showed an endogenous respiration similar to that
attained by lactate or (p + a) cells in the sta-
tionary phase, but lower than lhal obscrved in

a1

ability may also affect the finai absolute value of
TMPD-stimulated  respiration, Cytochrome o
might be also reduced by TMPD us reported for
bacterial cytochrome o with a redox potential of
+125 mV [37].

A different sensitivity of endogenous respiration
to ¢yanide was found in cells lrom different gmwlh
media. The data are summarized in Tablc ll
highly cyanide-resistant endog; in
cells I'rcm lactate, (g + m), and m.mmlol media
was }; respiration of (g + m) cells was the

(g + m) cclls (Table 1). A Y
activity was abserved in the stalionary plmsc for
celis grown in cthanel or lactate media [8], when
respiration was measured in the culture flask.
Presumably, in this latter cose the inhibition in re-
spiratory activity was due lo some factors present
in the culture medium when the stationary phase
was reached.

The addition of TMPD induced an increase in
the rate of endogenous respiration in all types of
oells (Table 1). As the redox potential of TMPD is
relatively high (+260 mV), it is cxpected that
cytochrome ¢ is pnmanly reduced by TM[’D
Hence the sti of end
by TMPD may reflect cytochrome ¢ oxxdnsc activi-
ty; the high sensitivity of TMPD-stimulated respi-
ration to cyanide supports this notion (Fig. 1).
However, other varinbles such as substrate avail-

most resistant to cyanide. In contrast, endogenous
respiration from (p + a) cells was more sensitive
to c¢yanide (50% inhibition). This could indicate
that endogenous respiration in {p + a) cells is sup-
potted both by the cytochreme ¢ oxidase pathway
and a cyanide-resistant pathway, whereas in cells
from the other media respiration is mainly sup-
ported by the cyanide-resistant pathway. In-
terestingly, litration of endogenous and TMPD-
stimulated respiration in (p + a) cells with cyanide
revealed two components with diffecent sensitivity
to cyznide (Fxg Z)
TMPD-stij was very

to 0.1 mM cyanide (Tnble 10). This is in agrecment
with a preferential stimulation of cytochrome ¢ ox-
idase by TMPD, since this enzyme is expecled to
be completely inhibited (K = 4-14 uM, Fig. 2) at

Tabk 11, inhibition of O consumplion in Luglend (vatues given in %)

Culture - TMPD + TMPD (0.2 mM)
medium

KCN 0.1 mM DPA | mM KCN 0.) mM DPA t mM
£+m
Lt 6x 15 - 94 £20) 80+ 11 62+ 9(4)
s 3x 2(3) 89 = 4()) Hax 6(4) QL 78
Lactare
L 17 = 10(%) 87 & 3 83 x 3(5) 46 2 12(4)
s 172 616} 82 & 4(6) 88 x 5(5) 48 = $5(6)
rra
L 45 £ 5(5) 92 & 4(3) 68 2 12() 51 = 1 (3
5 52 4(d) Bl & d(d) 812 agd 45 £13 1)
Mannitol " a3 92+ 4N 76+ 43 A5« 1h

Assays were performed as indicated in Fig 1.
*Muan 4 st
FL = Joguithnkie phe

- atinnary phe

std erron is shown Lot the number of prcparations in parentheses.
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Fig. 2. ibition of TMPD- nide. of (p + a}ceils (6 % 10%3 m} collected in the sta-

by "
tionary phase was sumnhlml by 0, 1 mM TMFD in lhe pleunze of |he mdu:nlml cylnld! concentrations as described in Fig. |, Net
\culated afler

rates of TMPD- were

in the absence of TMPD and of TMPD auto-

exidation (O cansumption in the absance of cells). The inhibition cnuuanu (K,) shown were calculated from the intercepts of the

abscissa axis for each straight portion of the line,

the :onccnlrulinn of cynnide us:d. The remaining
TMPD lated respiration i ive Lo cyan-
ide (approximately 20%) might be the result of
some TMPD-dependent reduction of the alternate
pathway or simply the stimulation of the alternate
pathway when the main pathway is blocked by
cyanide.

A different pauern of inhibition was oblained
with DPA (Table i1). Endogenous respiration was
severely inhibited in all types of cells whercas
TMPD-stimulated respiration was 50% inhibited,
Thus, 1 mM DPA appeared to inhibit eytoch
c oxidase, as wcll as the alternate pathway.

Dixon plots obtained for cyanide inhi

This patiern of inhibition suggests an ability of
TMPD to reduce an allernate oxidase in addition
to cymchmmc oxidasc cither disectly or through

h The calculated vatues of K for
cyamdc were umnl'\r for (g + m)and (p + a) cells

Table 111, Inhibition constants &, for the elfect of cyanide on
ceMlulas respication af Euglena (uM). Assays were performed as.
indicated in Materials and Mcthods and in Fig. 2. The X,
values were calculated as indicated in Fig. 2 for Tow (1) and
high (2) cyanide concentratians. The vatues are the means of
two dilferent cell preparations.

were clearly biphasic, suggesting the presence of
two components with distinet sensitivities to
cyanide in both endogenous {not shown) and
TMPD-stimulated respiration of {p + a) (Fig. 2)
nnd (g + m) celis (not shown), The calculated

hil are p d in Table 1L

Culture - TMPD + TMPD (0.2 mM}
medium

(1) ) (8] ¢4
g +m 3 300 10 46
P+ 4 502 9 2]
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30 sra €U sample

16 mia CO sample

W

B0 sec CO rel.

B0 502 CO ref. ¢ O, rof.

=
UB B ML WAVELENGTH (am)

30 zec COvef.

v

30 520 CO sample

16 min CO sample

Flg. 3, Carbon monoxide difference spectra of reduced Euglena mitochondria. Mitochondria isolated from (g + m) cells st sta~
tlonary (A} or logarithmic (8) growth phase were suspended at 3 mg (B) or 4 mg protein (A) per ml in SHE medium diluted 1:8 with
tlycerol and were reduced by addition of solid sodium dithionite. CO was bubbled for 30's or 16 min in the samgle cuvette or 30

3 in the reference (rel) cuveite followed by Oy as indicated.

(scc Table Ill). thus, the dlﬂ'crcm cyanide sen-

of p (Table I1) can-
not be explained in terms of distinct affinities for
cyanide, nor by differential accessibility to the in-

hibitor. Other possible interpretations for a bis
phasic Dixon plot are: the presence ol‘ a hetero-
genous population of the accu

muhuon. or a tightly bound mhnhuor {38]. None
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of these interpretations would appear sujtable for
cytochrome ¢ oxidase, as a similar K, value for
cyanide has been reported for particulaie or
xsolnlcd enzyme from several sources [391, producl
is negligible and end

have not been found. However, studies of the
kinetics of the isolated enzyme [from Euglena
should further clarify this paint.

Dixon plots obtained for DPA inhibition of en-
dogenous respiration showed only one component
with a X of 0,15 mM and 0.2 mM for (g + m)
and (p + &) grown cells, respestively (data not
shown).

An al i 1

ion for the difl

sen-
ta cyanide
could be bnscd on different contents of cyto-
chromes aa, and o. Therefore, mitochondriat frac-
tions were isolated from cells grown in (g + m)
and (p + a} medm and ¢ytochromes aay and o
were nrn“y q Dxf-
ference spectra of di duced mitoch

upon reaction with carbon monoxide for short
times (3D sec) showed a signal characteristic of
cytochromes aay: a peak at 418 nm, and s trough
at 445 nm (Fig. 3); for unknown reasons the
trough at 603 nm was only rarely d d. At

min CO signal (Fig. 3B). The further oxygenation
of the CO-treated reference cuvette restored the
aay cytochrome signal {Fig. 3A).

A lower cytochrome ofcytochrome aa; ratio
could explain a gr:nlcr scnsmvny to cyanide. The
pectroy ion of the
of these iwo cylm:hromcs (Fig. 3) showed that in
mitochondria from (p + a) cells the contents of
cytochromes o and au; were only 60% of those
determined in mitochondria from (g + m) cells
(Table 1V). Moreover, the polarographic determi-
nation of the cytochrome ¢ oxidase activity (cyto-
chrome «ay) in mitochondria from (p + a) cells
was also 65% of that obtained in milochondria
from (g + m) cells: 235 + 23 (3) and 361 + 34 (9)
ag atoms O,/min per mg, respectively, Thus, o
correlation between total oxidase content and
ratcs of end. und TMPD-stimulated respi-
ration {Table I} could be established. However the
similar cytochrome o/cytochrome aa; ratie found
in both types of cells (Table 1V) indicated that the
cyanide scnsitivity of endogenous respiration was
not related to the predominance of one respiratary

pathway,
Cytochrome ¢ oxidase activity of Euglena
itochondria has been reported to be negligible

longer times of reaction with carbon monoxide a
shoulder at 430 nm was revealed and a trough at
561 nm appeared. This was strongly indicative of
a slow carbon monoxide reacting & type cyto-
chrome, i.e. cylochrome o, presumably the post-
ulated alternate oxidase associated to the cyanide.
resistant respiration [11,20).

The quantitation of cytochrome aa; was esti-
mated from the signal obtained after a 30 s reac
tion with carbon monoxide. This signal was
sometimes lost or masked at longer reaction times,
especially when the signal of cylochrome o was
high (Fig. 3B). The content of cytochrome o was

i i from the sp b at long
times (16 min) of reaction with CO. This last spec-
trum contained the signals of the two cyto-
chromes; thus 1o obtain the signal corresponding
solely to cy i

o, carbon ide was
blown into the reference cuvette for 30 s. The con-
tent of cylochrome o estimated from this correcied
signal was similar 10 that estimated from the 16

when mcasured with horse cytochrome ¢ nnd
variable with Euglena cy

depending on the culture medium used {15). Wc
have confirmed that addition of horse or yeast
cytochrome ¢ (up to 10 pM) did not stimulate the
activity of cytochrome ¢ oxidase in Euglena
mitochondria. Thus, the values ol cytochroms ¢
oxidase activity for mitochondria from (g + m)
and {p + a) cells might Limngc in the presence of

Euglena cytoch

Table IV. Relative content of cylochromes o and oay in
isolated mitochondria (pmolmg protein). Assays were per-
formed as indicated in Mcthods and in the legend of Fig. 3.
Mitochondria were isolated from logarithmic phase cells. The
values are means = standard crrors of 3 cell preparations.

Culture a aay alaa,
(8 + m) 65 = 14 0= 25 208
tp +a) 18t 174 24 2 05




The different cyanide sensitivity of endogenous

piration could be al ively lained by the

idation of different in the various
types of cells. There are several reports [10-14,
16-18,40,41] indicating different respiratory in-
hibitor sensitivities and P/O ratios (phosphale
esterified mln ATP per oxygen consumed) in
isolated dria from Euglena di ding on
the substrate oxidized. This has been interpreted
as a distinct pathway of electron transport with
preference for oxidation of some substrates
[7,10,11,18,20}. Therefore the ratc of respiration of
mitochondria isolated from logarithmic (g + m)
cells was measured with different substrates. [t was
found that oxygen consumplion was inhibited 100
4: 0(4),90 & 0(3), 66 = 3(4) and 62 % 5% (4)
by 0.1 mM cyanide with succinate, glutamate +
malate, lactate or NADH as oxidizable substrate,
respectively. This suggests that lactate and NADH
arc oxidized both by the cyanide-sensitive and
cyanide-resistant pathway whereas succinate and
glutamate + malate would be oxidized by the
cyanide-sensitive pathway.

In lusion, a ic ct ization of
oxygen consumption in Euglena gracilis cells
grown with several carbon sources was undertaken
in this study. A difTerent sensitivity to cyanide was
found in cells grown in different media, This difl-
ference was not related to the content of the main
and alternate oxidase, nor to a distinct affinity for
the inhibitor. Based on the present and previous
studies it is proposed that the different cyanide
sensitivities may be due to the cytoplasmic sub-
strates made available to the mitochondria in each
mcdlum used for c:ll growlh

of
o perfarmed in this work revealed that Euglena can
provide another biological source for isolation of
an alternate oxidase. In some yeast an alternate
oxidase is expressed only when exposed 1o an-
timycin and cyanide [42,43], an alternate oxiduse
was also induced in Euglena cells grown in the
presence of antimycin [11). However, as shown in
this work, the alternate oxidase of Euglena milo-
chondria is naturally occurring and the amount of
cytochrome o can be manipulated by changing the
growth medium.

45
Relerences

I R.R. Whittaker and L. Margulis, Protist classification
and the kingdoms of organisms. HioSystems, 10 (1978)
3-18,

A.W. Holowinsky and J.A, Schiff, Events sutrounding the

early development of Euglena chloroplasts, [nduction by

preiliumination. Plant Physiol.. 45 (1970} 339-347.

T. Osafune, S.Klein and J.A. Schill, Evemts susrounding

the carly development of Euglema chloroplasts, 3.

Ultrastruct. Res,, 73 (1980) 77-90.

M. Edelman and Z. Kahana, Chloroplast protein syn-

thesis, in: D.E. Buctow (Ed.), The Biology of Euglena,

Vol. 1V. Academic Press, New York. 1989, pp. 335-350.

R.B. Hallick and D.E. Buetow. Chloroplast DNA, in:

D.L. Buctow (Ed.), The Diology of Euglena, Vol 1V, Aca-

demic Press, New York, 1989, pp, M1-4i4.

S.Kitaoka, Y. Nakano, K. Miyatake and A. Yokota, En-

2zymes and their functienal location, in: D.E. Buctow

(Ed.), The Biclogy of Euglena, Vol. IV, Academic Press,

New York, 1989, pp. 1-136.

D.E. Buctow, The mitochondfion, in: D.L. Buetow (Ed.),

“The Biology of Ewglena, Vol. 1V, Academic Press, New

York, 1989, pp. 247-314.

F. Thuillier-Bruston, ), Briand and D. Laval-Martin, Ef-

fects of a first exposure to ethano! on tle composition of

neutral and polar lipids in Euglena gracilis, taken as a

hepatic model. Biochem. Med. Metabol. Biol., 44 (1990)

159174,

JR. Cook, The cultivation and growth of Euglena, in:

D.E. Buctow (Ed.}, The Diology of Eugleaa, Val. | Aca-

demic Press, New York, 1963, pp. 234-114.

10 D.E. Buctow and P.J. Buchanan, Oxidative phosphoryla-
tion in mitochondria isolated from Euglena grocilis,
Biochim. Biophys. Acta, 96 (1964) 9-17.

11 T.K. Sharpless and R A.Butow, Phosphorylation sites,

- cytochrome complement and alternate pathways of coupt.
ed electron transport in Euglena gracilis mitochondria, J.
Diol. Chem., 245 (1970) 5057,

12 1. Kahn, Physiological adaptation of Evglena gracilis 1o
uncouplers and inhibitors of oxidative phosphorylation.
Arch, Biochem. Biophys., 164 (1974) 266-274.

13 N. Callins, R.H. Brown and M.J. Merrett, Oxidative
phosphorylation during glycollate metabolism in mito-
chondria from phototrophic Euglena gracilis, Biochem. J.,
150 (1975) 37)-377.

14 M. Tokunaga, Y. Nakano and S. Kitaoka, Preparation of
physiologically intact mitochondria from Euglena gracitis,
Agric. Biol. Chem., 40 (1976) 1439~1440.

15 R. Calvayrac, M. Levy, J. Vazart, }. Briand lnd M
Claisse, Activite oxydases des mi

d'Euglena pracilis Z: Comparison de I'oxydation du fer-

tocytochrome  C-558  de  ferrocytochromes € de

mamiferes. Biol. Cell., 31 (1978} 141- )48,

M. Chaudhary, A. Fayysz and M.J. Merrewt, Glycollate-

pathway enzymes in mitochondria from phototzophic,

-~

w

=

-

o

-

o

©

&



2

22

2

organotrophic and mixotrophic ceils of Euglena gracilis.

Planta, 162 (1984) 518~52.

B. Gomez:Silva, A.l. Stern, T, Saidha und J.A, Schifl, Oz~

idative phosphorylation coupled to respiration in highly

purified intact Eugfena mitochondria. J. Plant. Physiol.,

120 (1985) 4)1-440.

R. Moreno-Sénchez and J.C. Raya, Preparation of coupl-

ed mitochondria from Euglense by sonication. Plamt i,

438 (1987) 151-1%7.

1K, Raison and R.M. Smillic, Respirntory cytochromes

of Euglena gracitis. Biochim. Biophys. Acta, 180 (1969)

T.K. Sharpless and R.A. Butow, An inducible alternate

terminal oxidase in Euglena gracifis mitochandria. 3. Biol.

Chem., 245 (1970) 5870,

B.W. Wilion and W.F. Danforth, The extent of acetate

and ethanol oxidation by Euglena gracilis. J. Gen.

Microbiol., |8 (1958) 535542,

B.W. Wilson, D.E. Buctow, T.L. Jahn and B.H. Levedaht,

A differential effect on cell growth and respiration. Exp.

Cell Res., 18 (1959) 454-465.

D.E. Buetaw, Ethanol stimulation of oxidative metabo-

tism in Euglena gracilis. Natare, 190 (1961) 1196,

2.R. Cook and B. Heinrich, Glucose vs. ncetate inctabo-

tism in Euglena. ). Protoroot. 12 (1965) 581~584.

W.F. Danforth, Respiration, in: D.E.Buetow (Ed.), The

Biology of Euglena. Vol. II. Academic Press, New York,

1968, pp. 55-71.

S.H. Hutacr, M.K. Bach and G.I.M. Ross, A sugar con-

taining basal medium for vitamin B-12 assay with

Euglena: application 1o body fluids. J. Protozool., 3(1956)

101105,

J.A. Schiff, H. Lyman and G.K. Russell, lsolation of

mutants from "Euglens gracilis, Meihods Enrymol., 23

(1971) 143-162.

B. Davis and M.J, Mesrcit, The effect of light on the syn-

thesis of mitochondrial enzymes in division synchronized

Euglena cultures, Plant Physiol., 53 (1974) 575-580,

L Catre, JL Bomscl and R. Calvayrae, Decay of
hy d ofa ide-i itive clee-

tron transfer pathway in Euglenu gracilis gtown in anoxia.

Plant Sci., 54 (1988} 193-202.

30

35

36

3

D.I. Arnon, Copper enzymes in isolated chloroplasts.
Plant Physiol., 24 (1949) 1-15,
M. Cramer and 5. Myers, Growth and photosynthetic
characteristics of Euglena graeilis, Arch, Mikrobiol,, 17
{1952) 384402,
¥, Ben-Shaul, J.A, Schifl and H.T. Epstcin, Studies of
chiofoplast development in Evglena, Vikflne structure of
the developing plastid. Plany Physiol., 39 (1964) 231-240,
R. Moreno-Sinchez, DA, Hogue, C. Bravo, AH.
Newman, AS. Basile #nd P.K. Chiang, Inhidition of
substrate oxidation in mitochondria by the peripheral.
yype benzodiazepine receptor ligand AHN 086, Int, S,
Biochem., 41 (1991) 14791484,
L. Smith, Bacterial cytochrames and their spectral
characterization. Mcthods Enzymol,, $3 (1979) 202-212.
A.G. Gornall, C.J. Bardawill and M.M. David, Detenmi-
nation of serum proteins by means of the bluret reaction.
1. Biol. Chem.. 177 {1949) 751-766.
EJ. Baker, Diphenylamine inhibition of clectron trans-
port in plant mitochondsia. Arch. Biochem. Diophys. 103
(1563) 148-155,
K. Kits, K. Konishi and Y. Anraku, Purification and pro-
pertics of twa terminal oxidase complexes of Excherichia
coll actobic respiratory chain. Methods Enzymol, 126
(1986) 94-113.
1.H. Segel, Enzyme Kinetics, Wiley, New York. 1975,
D.F. Wilson and M. Esrcinska, Ligands of cytochrome ¢
oxidase. Methods Enzymol., 33 (1978) 191-201.
D.5. Datta and J.S. Kahn, Some biochemival propestics
of mitochondria isolated from Euglena grocilis. 3. Pro-
tozool, 24 (1977) 187-192.
A.Yokota, Y. Nakano and 5. Kitacka, Some biochemicat
propertics of mitochondria isolated from Euglena gracilis.
Agric. Biol. Chem.. 42 (1978) 121-123.
D.L. Edwards, L Rascnberg and P.A. Mlmn:y. Iaduc-
ton of cy
cratsa. Y. Biol. E‘hcm 249 {1974y 3551 - !556.
N. Minagewa and A. chhtmow. The induction of
la anomala. ).

l!locllem.. 101 {19875 1141~ ll‘b



PLANT SCIENCE . Intasmatanar Journai of Expesimantal Plant Bioiogy

Cheel Egiiors. J A Schilf (Waitham, MA) ang J.H. Weil {Strasbourg} .- B L

Professor Jerome A, Schill

Cneet Editar

Piant Sciance

Institute for Photobialogy

Brancers Universty

Waltnam. MA 022549118 U S A say 7. 1992
JA5-1785

Dr. Rafael Moreno-Sanchez
Pathology Department, MS 433
Hahnerann University

Broad and Vine Street
Philadelphia, Pennsylvania 19102

Dear Dr. Moreno-Sanchezs:

Your paper, "Energy-dependent recactions supported by several substrates
in coupled Euglena gracilis mitochondria,” by Afda Urlbe and Rafael
Moreno~Sanchez, has been read by two reviewers Familiar with the field;
their ccmments are enclosed. I have also been over one of the manuscript
copies and have indicated numerous changes. As both reviewers indicate,
malate is used efficiently by Euglena mitochondria {another example s
in the enclosed reprint of Delocme et al. where malate is an efficient
substrate for driving another energy-requiring process, protein synthesis).
The failure to usg>y malate is very strange and should be discussed. Is it
used in the presence of glutamare? Ia glutamate necessary far its
utilizatrion? Does sonication, perhaps, selectively affect malate
utilization? Also the point made by reviewer 2 in hiy comment 1 is
important und will have to be dealt with; it would be highly desirable
to have state 3 values to support the nature of the resplratery pathways,
The other comments of the reviewers are also important,

Double space everything in the manuscript {including Table headings)
to facilitate editing. Spell out all abbreviatfons at first use® What
is "u" for sonication? Explain. G and time needed for centrifugation
second line, page 6. Indicate which instruments were used for measurement
of volune changzs and pyridine nucleotides. Is the E. coll data bottom
of page B from the present work? So indicate. Page L1, Line 5, adenylate
kinase has becn demonstrated and localized tn Euglena mitochondria (see
enclosed teprint, Sajdha et al.). At bottom of page 17, I think you mean
an evolutionary link between certain bacteria and Euglena mitochondrial
{The mitochondria of cucaryotic cells are thoupht to have arisen from
endosymblotic invasion of bacteria)--the crest of the Euglena cell (outside
of the chloroplasts and mitochondria) would have other affinities, to the
Protozoa (not to the bacteria)., The Tables and Figure legends need some
wtke In Figure 1, what are the numbers to the left of the traces?
Indicate in Figure legend. Indicate in all legends (Figure and Table)
that concentrationg given are final concentrations. The reaction volume is
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The failure to usz malate {3 very strange and should be discussed. Is it
uged in the presence of glutamate? Is glutamate nccessary for fta
utilization? Does sonication, perhaps, selectively affect malate
utilizacion? Also the polnt made by reviewer 2 in his comment i is
important and will have to be dealt with; it would be highly deslrable
to have state 3 values to support the nature of the respiratory pathways.
The other comments of the reviewers are also important,

Double space everyching fn the manuscripr (including Table headings)
to facilitate editing. Spell out all abbreviatjons at first usel What
is "u" for sonication? Explain. G and time needed for centrifugation
second line, page 6. Indlcate which instruments were used for measurement
of volume changas and pyridine nucleotides. 1Is the E. colil data bottom
of page 8 from the present work? So indicate. Page 11, line 5, adenylate
kinase has been demonstrated and localized in Euglena mitochondria (see
enclosed veprint, Saldha et al.). At bottom of page 17, I think you mean
an evolutionary link between certaln bacteria and Fuglena mitochondrial
{The mitochondria of eucaryotfc cells are thought to have arlsen from
endosymbiotic {nvasion of bacteria)--the rest of the Euglena cell (outside
of the chloroplasts and mitochondria) would have other affinities, to the
Protozoa (not to the bacterfa). The Tables and Figure legends need some
work, In Figure 1, what are the numbers to the lefr of the traces?
Indicate in Figure legend. Indicate fn all legends (Figure and Table)
that concentrations given are final concentrations, The reaction volume is



Dr. Rafael Moreno-Sanchez -2 - May 7, 1992

needed in Figure ) since ADP is given in nmol. In all Tables, what are the
numbers in parenthesis; {ndicate in each table. 'Mg" should read “mg protein”
in all cases. Means + S.E. are shown in Table I1? So indicate. The
concentrations of substrates are needed in heading of Table III (or refer
to Table I?).

Please make the changes ind{cated above, on the manuscript copies and
in the reviewers' comments and respond to any querfes. Return two clean

copies of a suitably-revised manuscript together with two sets of xeroxed
figures; I have retained your high quality illustrations here.

Sincerely, .

e
J‘erome A&Scl;lffl #

JAS faeb
Enclosures
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Brandeis University
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Dear

‘The following paper has been submitted for publication and we would be grate(ul for your critical evaluation, which
will be reinrded 88 confidential. Please mark the sppropriate box and kindly type your apecific comments. If you

of the either without change or with modifications, please state in a few words
why you think this paper should be published in Plant Science. Th Py of your
evaluation. {f you are unable to review this paper within three weeka, please return it at once. If corvections are not
necessary on the manuacript copy, you may telefax your review to me and return the manuscript by mail, Mnny
thanks for your atteation in this matter.

Date of dispateh: .

Deadline for return: =
Sincerely Yours cooveiiiiiiiiiienina, «+e0 s Editor

Dates  .f2/92

Authoris):

o Teiie aLd Ladael dorzro-Zaicines
Title: fu sowent Sractions ToTtes Ly sa/eral sulstrates in coupled
s runilis ocaioenendria
Editor MS number: SN
Referee number L
O oo long - rieeds condenting

£ outside the scope of this journal O reconslder aftcr extensive revision

accept without change O reject (give reasona)

accept nfter minor revision O other (please specify}

*Authors should refer to thia referee number when

Ewering comments made by each reviewer.

COMMENTS (please continue on separate sheet if necessary)

Rim akticred



Aida Uribe and Rafacl Morena-Sanchez, JAS-1785, Referee #1

This is another interesting paper from Moreno-Sanchez and colleagues on Euglena
mxtochondna Oxidadve phosphorylation was measured with several substrates in assays
displaying the highest respi y control values so far attained with these mitochondria. These
substrates also are shown to support the ion of a b ial, swelling and Ca™
uptake esscnunlly for the first time with these organelles. Further, the rather "unusual” utilization
of lactate is shown to be, at least as far as its oxidation is concerned, similar 1o lactate oxidagion
in bacterial systems. In sum, this paper contains considerable amounts of new data, Thus, this
paper warrants publication in Plant Science, but the authors should consider the following:

1. Shouldn't the title read “Energy-producing reactions..” rather than "Energy-requiring
reactions..."?

2, Page 8, lines 9-10 down: say that malate glong did not stimulate O, uptake. What
explains this result? Malate has been shown to stimulate the uptake of O, by isolated
Euglena mitochondrin by several laboratories previously (see ref. 10 for further
references),

3. Page 13, tines 6 and 8 down: Fig. 2 rather than Fig, 37

4, Page 17, lines 1013 down: On the basis of data published by others, these two pathways
already have been postulated previously (see ref. 10). The data in the present paper
further suppart this postulate.

5. Table 1 legend, lines 5-6 down: What is the ing of the bets in p h fe.,
10, 20 and 34, {ollowing the means + S.E. (n=5),

Scveral corrections throughout the text are noted in red ink.
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" comments - Referee 2, JAS-1785, A. Uribe and R. Moreno-Sanchez

Conclusions are made about the presence and absence of
different pathways of respiration based on the effects of
various inhibitors on the oxidation of a number of substrates
by isolated mitochondria (Table I). However, the conditions
used to monitor the inhibitor effects were not optimal.
Respiration was apparently measured under state 4 conditions
(the medlum contained EGTA and phosphate, but lacked
magnesium and ADP), so that the observed respiration would
represent the basal or uncoupled rates. This is supported by
the lack of an effect of oligomycin on lactate oxidation
(Table I) and the respiratory control values observad with
ADP and reported in Figure 1 and Table II. If sweeping
conclusions are to be made about pathways of respiration
solely on the basis of inhibitor studies, then at least
optimal conditions should be employed to measure the
respiration (state 3). The authors indicate some results
obtained under state 3 conditions (p.12), but a

complete list of findings should be incorporated into or
substituted for Table I, and discussed, before suggesting
which respiratory pathway may be utilized for a given
substrate.

All genus and species names of organisms mentioned in the
text should be underlined or italicized.

Malate did not stimulate respiration by isolated mitochondria
(p.8). This is contrary to results reported by others (ref.
15, for example), but no explanation is offered.

For the determination of the redox state of pyridine
nucleotides is there a reference for the fluorescence
technique used? Also, with lactate as substrate, the text
(bot. p.14) states that CCCP Induces pyridine nucleotide
oxidation which “"was not blocked by rotenone or antimycin®.
However, Figure 4 C,D, indicates substantial reduction in the
presence of these compounds?

Other corrections and suggested changes are indicated
directly on the manuscript.
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Hahnemann University
June 5, 1992

Professor Jerome A. Schiff
Chief Editor

Plant Science

Institute for Photobiology
Brandeis University
Waltham, MA 02254-9110

Dear Professor Schiff:

This letter is in reference to the manuscript entitled
"Energy-dependent reactions supported by saveral substrates in
coupled Euglena mitochondrial, which was submitted for publication
in Plant Science, FPhysiology and Blochemistry section. The
manuscript was returned with the comments cf two reviewers who
raised several questions and considered that the paper should be
revised. We have tried to answer the various points that were
raised 2nd also made the necessary corrections. These are as
follows:

First referee:

1,~ We consider that the title, as stands, better reflects the
work done in this study. ATP synthesis, swelling and Ca2+ uptake
are energy-dependent reactions rather than energy-producing
reactions.

2. The inability of our mitochondrial preparation to use malate
is certainly intriguing, as pointed out by the reviewers. Enclosed
you will find, for your analysis, an original expariment where the
addition of malate did not stimulate 02 uptake of Euglena
mitochondria. This experiment was repeated in at least 5 different
mitochondrial preparations. We have now tried to explain this
observation on p. 8, last 5 lines, and p. 9, first paragraph, as
suggested by both raferees.

3.~ The erroer on p. 14, lines 12 and 14 has been corrected.

4.~ We agree with the referee and have modified thae statement on
p. 19, line 7, accordingly.

S.,- The meaning of the numbers in parentheses in the legend of
Table I has been clarified.

Second referee:
1.~ We agree with the referee that state 3 conditions are more

approplate in studies of respiratory pathways that can generate a
H+ gradient and support ATP synthesis. We also studied the effect



of several inhibitors on substrate oxidation in state 3 conditions
and found that, with the exception of lactate, respiration was
extremely sensitive to the inhibitors tested i.e. no stimulation
of 02 uptake by ADP in the presence of inhibitor. These results,
together with those of Table I (in state 4 conditions), led us to
conclude that lactate was oxidized through an alternate pathway
with phosphorylating capacity, as previously postulated in
raferences 3 and 10. The oxidation of the other substrates
appeared to support ATP synthesis only through the antimycin-
sensitive pathway, although some electron flux could be drained
through a non-phosphorylating alternate pathway. Thus, we feel
that the data obtained from both state 3 and state 4 conditions are
useful in the interpretation of the effect of inhibitors on
substrate oxidation.

A more complete list of findings on inhibition of state 3
respiration and further discussion on this peoint has been
incorporated on p. 13, lines 6-20, as suggested by the raferee.
Addition of Mg2+ was not required to induce state 3 respiration,
which indicated the presence of an intramitochondrial Mg2+ pool.

2.- This point has been corracted.
3.- 8Sea point 2 of first referea.

4.- Theae interpretation of Figure 4¢C,D has been modified on p. 16,
lines 8-14, according to the referse. We have also enclosed a
Flgure with some of the data not shown in the paper, for your
analysis.

We have updated the references cited concerning information
about bacterial lactate dehydrogenase and cytochrome o.
Accordingly, the text on p. 16, last 3 lines and p. 17, 1st.
paragraph has been slightly changed, and last paragraph on p. 18
has been added. The numbering of the references has been changed
by the addition of references No. 16, 24,25,36,41-43, and 47. We
have also made the changes indicated on the returned manuscript
coplies. With the exception of these changes, the text remains the
same.

We thank both editor and reviewers for their imput in this
work. We feel that the paper is strengthened by their comments
and suggestions. We hope that in its present form the manuscript
is acceptable for publication.

Sincerely yours

Rafael Moreno-Sanchez, Ph. D.
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Energy-dependent reactions supported by several substrates in
coupled Euglena gracilis mitochondria

Aida Uribe® and Rafael Moreno-Sinchez”

“Departamento de Bioquimica. Imtituto Nacwnal de Cardiologia, Juin Baduino 1, Méxwco, D.F. 14080 (México} and *Pathology
Depariment. Hahnemann Unnersiuv. Broad ond Ve Philulelphia, PA 19107 (USAS

(Recened Apnt 2nd. 1992, tesmon recessed fune [2th, 1992; accepied June 17th, 1992)

The ability of glutamate + malate. 2-oxogiutarate. NADH, sucanate and DL-lactaie fo support oxidative phospharylation, the
fonmation of membranc patential, swetling and Ca’* uptake 1n Euglens mitochondria way studied. Oxidative phosphorylation was
supported by the five substrates assayed with the approprate ADFIO ratios and high respiratory control values. Oxidative phos-
photylstion supported by lactate was rexustznt to anumycia, but seaniuse 1o 2-heptyl--hydrosyquinoline-¥-oxide (HQNO), myx-
othiazal and cyanide. Respirauon and membrane poteatial resistant 1o cyarude were observed with Eaciste and, 1o & leaser entent,
with glutamate + malate. A wmilar pattern of infubiton, confirmed in this study, has beet described for oxdition of B-lactate in
bacterial systems. Oxidation of factate induced an yncrease in matra NADXP)H: however the retention of lactate axidase activity in
submitochondrial particics suggested that, simelad lactale @xidation 1 bicierial systems, NAD(P) was not an ¢scntial requirsment
in this reactéon. Substrate oudation induced swelling whereas ATP wnthesis caused shrinkage. Ca®* uptake was onty partially

inhibited by ruthenium red and was complescly abolished by aa uncoupler.

Key words: Euglens grocilis, milochondria: respiration; membrane potential; Ca3* transport

Introduction

Isolated mitochondria from the protist Euglena
graciliscan oxidize a variety of substrates compyis-
ing succinate {1-8], 2-oxoglutarate [1.4,6,7), exter-
nai NADH [1-5,7], glutamate and malate {1,4,5,8]
and other metabolites not commonly used by
other kinds of mitochendria such as lactate
[1-3,6,7], succinate semialdehyde [6] and -
aminobutyric acid (GABA) [6]. A modified Kr:bs

Ims bccn suggested to occur through a lactate
directly d to the res

alory chain at the level of an antimycin-insensitive
cytochrome b [3,10]. .
The finding that Euglena mitochondria, isolated
from cells grown with ethanol or succinate +
antimycin (3], but also from a medium with
glutamate + malate [2), showed an astimmycin and
cyanide-insensitive respiration led to the sugges-
tion that these mitochondria contained an alter-

cycle has been described in Euglena
(9 10], whcr: 2-oxoglumra(c derarboxylﬂsc 19 II]

[9 12 13] substitute for the abs:ncc of 2-oxogluta-
rate dehydrogenase and succinyl-CoA synthase
[9). GABA is oxidized through the so-called
‘GABA shunt [13], whereas the oxidation of lctate

Correspondence 10 Rafael  Moreno-Sanchez, PhD
Hahnemann University, Pathology Deparement, MS 415,
Broad and Vine St.. Philadeiphia, PA 19102, USA,

nate respi ry chain {2,3]. A &-type cytochrome,
presumably cytochrome o, able to react with car-
bon monoxide [2,3], appeated 1o be related 10 the
alternate oxidase. The cyanide-insensitive pathway
was stimulated by AMP [3], blocked by diphenyl-
amine [3) and was nblc to gencrate a small,
1 (8}; the
cyanide-| mscnsnna palhway aiso appeared to be
present in an AMP-insensitive form [2,3). Based
on siudies of antimycin and cyanide inhibition, a
respiratory chain with two terminal oxidases and




scparate routes for oxidation of NADH, succinate
and lactate was proposed {2,3,10). The use of other
specific inhibitars of cylochmme b :uch as myx-
othiazol and 2-heptyl-4-}

tion of the cell suspension was made at 40~50% of
maximal power and (2) the mitochondrial pellet
was.incubated with 0.25% (wiv) fatty acid free

oxide (HQNO) [14] would appear (n be uscl’ul in
the further ch of

of Euglena hondri
Oxidative phosphorylation and respiratory con-
trol have been shown with some sub in

{bumin + 1 mM ADP for 10 min on ice befote the
final centrifugation step.

Oxygen consumption
Mitochondria were incubated in 1.9 mi of a
dard medium jning 120 mM KCI, 20 mM

Euglena mitochondria [6,8,15]. A previous study
showcd that Euglcna mitochondria gcncrulc a
{ and late Ca* when
using glutamate + malate {8). The question arises
to as whether these encrgy-dependent processes
can be supported by the different substrates oxi-
dized by Euglena mitochondria.
In this work a systematic, comparative study of
the oxidation of substrates and ils itivity to

3«(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS), §
mM phosphate and 2 mM EGTA (pH 7.2) at
30°C. Oxygen consumption was measured with a
Clark-type electrode; the solubility of oxygen was
taken to be 400 ng atoms/ml at 30°C and 2240 m
altitude.

Delermlnalmn of ATP synthesis
dria were i d in 2 ml of stan-

different inhibitors was carried out in Euglena
mitochondria, Also, the relative capacities of dif-
ferent substrates to support cnudauvc phusphoryl-

dard medium with the substrates indicated in the
Results section. After 2 min, 1 mM P was
added. The reaction was stopped 2 min Jater by the

ation and other gY { was
examised.

Materials and Methods

Cell culture and growth conditions
Stock cultures of wild-type E. gracilis Klebs
(a Z-like smuu) k:pl in lh:: dark for more than 4
years were d p! ly {8,16).
Cells were grown in the dark on an acidic
organotrophic medium with glutamate 4+ malate
as carbon source (17) for 4 days in Erlenmeyer
Nasks at room temperature (20-25°C) and gentle
stitring (60 tpm). Cells were harvested by cen-
trifugation at 1000 x g for 10 min and washed
once in a medium containing 250 mM sucrose,
10 mM 4-2-hydroxyethyl)-1-piperazinecthanc-
sulfonic acid (Hepes) and 2 mM ethylene glycol
bis(8-aminoethylether) NN, N',N'.tetraacetic
acid (EGTA), at pH 7.4. Cell number was deter-
mlned wnlh a Neubauer chamber; cell viability was
lusion of 0.01% methyl, blue

ddition of 3% (vw/v) perchlosic acid; the sample
was then ceatrifuged in & clinical centrifuge at
3000 x g for § min; the pH of the supernatant
fraction was neutralized (and perchlorate ex-
tracted) with a 1:1 nnxmxe of tri-a-octylamine and
1,1,2-trichlorotrifl ding to Khym
{t9]. AT? was determined enzyunl.\cally [20] with
hexokinase and glucose-&-phosphate dehydro-
genase from bnumnos(oc mesentercides, which
was found to give reproducible resuits.

Determinations of membrane potential

Mitochendria (3 mg protein) were mcubaled in
3 mlof d dium with 10 uM saf at
30°C. The absorbance differeace of safranine at
511 - 533 om was measured in an Aminco DW2c
double beam spect under i
gassing with 100% O, and gentle stiriog. The
change in the absorbance signal of saframine is
considered to reflect changes in the magnitude of
m:mbnnc potential (2],

(18] and was always >96%.

Preparation of mitochondria
The procedure previously described [8] was used
with the following modifications: (1) the sonica-

P | was also i y
d : by ™
ium (TPP") dmnbulmn Mitochondria (l mg
protein} were incubated in 1 ml of standard
medium that contained 2 M ["HITPP* (~20 000
counte/min per nmol) at 30°C. After 2 min ox-




idizable substrate was added as indi d in
Results; 1 min Jater, the mitochondrial suspension
was centrifuged in & microfuge at 4-8°C for | min.
Aliquots of the pellet and supernatant fractions
were counted for radioactivity. After correction
(or bmdmg as sugg:sled hy Ro((:nb«g (22], the

fated using the

Nerust equation.

Intramitochondrial volume changes

Light scattering of mitochondrial suspensions (1
mg protein/ml) was measured at 540 nm in an
Aminco DW2c spectrophotormeter in 2 m! of stan-
dard medium at 30°C. A decrease in the absor-
bance signal reflects swelling whereas increase in
the signal indicates shrinkage.

Redox .rlule of pyridme-nuclealldc.r
The "

chlor (CCCP) were from Sigma
Chemical and were dissolved in dimethylsulfoxide.
Diphenylamine (DPA) (Aldrich) and myxothiazol
(Sigma) were dissolved in ethanol; disulfiram
{ICN) was dissolved in dimethylsulfoxide.

Results and Discussion

Respiration and oxidative phosphorylation

The rate of oxygen uptake of Eugfena mitochon-
dria was stimulated by addition of several
substrates (Table [). Malate (15 mM) alone or
ethanol (0,23 M) did not stimulate O, uptake (not
shown). The lack of ability of the present
mitochondrial preparation to oxidize malate is
surprising, since it has been reported that this
substrate can support oxidative phosphorylation
[l 6.7,15] aund protein symh:sls |24] m Eugl(na

ofa
illuminated at 333 om was measured :\l 460 nm m
an SPF-Aminco spectrofl

ia. The ia
by sonication perhaps selc-:uvcly aﬂ'eclcd malate
(e

at 30°C, under gentle stirring and i gass.

or the incubation of mitochondria in a
ing 2 mM EGTA induced a

ing with 100% O;.

Ca’* transport

Mitochondria (2 mg protein} were incubated in
3 ml of a medium containing 100 mM sucrose, 1
mM K-phosphate, 10 mM tris Hepes, 0.2 mM
ADP, 5 uM oligomycin and 50 uM “*CaCl; (1000
couants/min per nmol) (pH 7.3), for 2 min at 25°C
with an oxidizable substrate as indicated in
Results. Ca’fs uptake was determined by filtra-
tion as described previously (8].

Determination of protein

Mitochondrial protein was determined by the
biuret method (23] in the presence of 1% (wiv)
sodium deoxycholate and using bovine secrum
albumin as standard. The (urbndny ohscrv:d inthe
i tube, d from
was d b of the
colored solutions at 1500 rev./min for § min at

4°C, before measuring the absorbance.

Chemicals

Rotenone, antimycin, oligomycin, 2-heptyl-4-
hydroxyquineline-N-oxide (HQNO), 2-salicylhyd-
roxamic acid (SHAM) and carbonyl cyanide m-

diminution of the malate oxidase activity, as noted
by Hummel and Brinkmann [7]. Glutamate alone
was also unable to stimulate O, uptake (not
shown). Thus, the requirement of malate for the
oxidation of glutamate in the present mitochon.
drial preparation indicated that glutamate produc-
ed 2 if via inati with

oxaloacetate [25].

The itivity of sub idation to several
respiratory inhibitors is shown in Table . An-
timycin and cyanide did not completely block the
oxudauon of glutamate + malate and lactate. The

itivity to these inhibil has been inter-
preted in terms of an alternate respiratory chain
[2.3,10). Morcover, myxothiazol and HQNO,
other specific inhibitors of mammalian cyto-
chrome b [14], effectively blocked lactate and
glutamate + malate oxidation. Interestingly, an
antimycin-insensitive but HQNO sensitive aller-
nate quinol oxidase has been described in bacterial
respiratory systems [26-28] In the present study,
it was d in with inside-out
membrane yesicles of £ " coli that the oxidation of
[} were resi to 20 M anti-
mycin (1 £ 0.5% and 3 = 7% inhibition, respec-
tively; n = 3), but were partially inhibited by 50




Table . huhibition of substrate oxidation in Euglena mitochondria. Mitochondria were incubated with the indicated inhibitors for
4 min prior 10 the addition of (final concentrations) 7.5 mM glutamate « 15 mM malate (G » M), 10 mM 2-oroglutarate (20G),
1 mM NADH, 10 mM succinate, oc 10 mM pL-factyte. The rates of ©, uptake in the absence of inhibitors were respectively {ng
atoms O mg protein x min): 60 + 2 (n=10), 50 & 4 (1= 10), 41 & | (w=20),76 & 2 (n=20) and 90 * 6 {n = J4). The rate of
O in the absenoe of inhibitors and added subsirates was 32 = 2 (3 = 34}, The data shown below represent the mean = S.E.of §

enitochondtial preparstions.

Inhibitor Substrate (% Inhibition)
G+M 200 NADH Succinate Lactate
Rotenone 100 & 0 100 = 0 9% & 4 Tx) Ml
(0.05 mM)
Antimyin 50%1 100 4 0 94 £2 9742 s
(0.0 mM)
Myxothlatol 100 = 0 100 0 100 2 O 100 « & a3
(0.01 mM)
HQNOC 100 « 0 100 £ 0 100 £ 0 100 &0 Bal
(0.01 mM)
alde %0 %0 00 6225 10040 6611
(0.1 mM) X
DPA 100 %0 100 £ 0 8 x2 Mxd Bl
(0.5 mM)
Disulfiram 100 £0 100 & © S5a2 Ww4 942
(0.5 mM)
SHAM 00 5x3 Hel %2 2+
(0.5 mM)
Qtigomysin 10020 10 £ 0 Bx6 a4 a6
{0.1 mM)
uM HQNO (35 + 5% and 42 3= 6% inhibiti I te oxid: maybcnnum[nctrcsullmg
respectively; = 3). dditi the b fal from a i ide and 2-

alternate oxidases are also seqsitive to cyanide
[26,29) but they are less sensitive than cytochrome
aay [28,30].

Hence, the pattern of inhibition of lactate oxida-
tion by antimycin, HQNO and cyanide would
appear to suggest that, although a fraction of elec-
tron flux went through the cyamde-scnsuwe
pathway, this substrate was prefetentially oxidi

oxoglu!aru: [31]. The pattern ofmhxbluon of suc-
cipate oxidation by rotesone, antimycin and
cyanide indicated that this substrate was oxidized
through the main resplramry chain, A similar sen.
sitivity of i id to i in and
cyanide was previously d {2l an i

and cyamdc inseasitive succinate oxidation could
be induced in mitochondria from cells grown with

by the alternate pathway. Following the same
rational, the oxidation of glutamate + malate
scemed to occur through the cyanide-sensitive
pathway, with a small fraction going to the alter-
nate pathway,

The oxidation of external NADH was sensitive
to antimycin but only partially inhibited by
cyanide, supporting the notion that external
NADH was also oxidized by the alternate pathway
[2.3.10]. The cyanide-sinsensitivity of 2-

succinate in the pressace of antimycin or ethanol
as carbon source {3).

Scveral postulated inhibitors of cyanide-
insensitive respiration were also tested. DPA (3]
was an effective blocker of substrate oxidation
(Table I). Considering that inhibition of one route
should enhance Mlux through an alternate route,
the efTect of DPA suggested that this inhibitor
blocked both the main and the altemate pathway:
a specific inhibition of the alternate pathway by



DPA would be expected to show partial or no
effect on the oxidation of those (suc-

0llgomycm showed a potent ml\lbuory effect on

cinate) preferentially oxidized by the cyanide-
sensitive pathway. An eflect of DPA on both
pathways during succinate oxidation was also
previously found [3).
Dlsulﬁmm an inhibitor of cyamdc-mscnmlvc
in plant mitochond: [32], was a
strong inhibitor ol‘ the oxidation of 2-oxoglutarate
and glutamate + malate and a weak inhibitor of
the oxidation of succinate and lactate. This pattern
of inhibition did not correlate with a specific effect
on the cyanide-resistant pathway, but rather sug-
gests a nonspecific effect possibly linked to a reac-
tion of disulfiram with essential lhlul groups in lhc
substrate transport system or in d

with the of lactate;
this effect would appear not to be related to inhibi-
tion of endogenous oxidative phosphorylation
since lactate was able to support ATP synthesis at
high rates in the present mitochondrial prepara-
tion (sce below).

Oxidative phosphorylation was observed with
all the substrates assayed with the appropiate
ADP/O ratios and high respiratory contral vatues
(Fig. 1). These data are summarized in Table IL
Thls process was blocked by ollgnmycm and car-

yloside, specific i of the ATP
synthase and (he ATP/ADP translocase, respec-
lwely (not shown). AMP (1 mM; n=7) also

[33,34]. According to reported data [7), SHAM
(35] had no effect on substrate oxidation by
Euglma xmlochondna Zal* (10 uM), a strong

of b { cytoch o [26], did not
block the oxidation of glutamate + malate, suc-
cinate and lactate in a medium lacking EGTA (not
shown).

lated oxygen uptake by an ollgomycm-
sensitive hanism (not shown), i ing the
presence of an active adenylate kinase [36] (and
endogenous ATP) in the prescat mitochondrial
preparation. The ADP/O ratios obtained cor-
related well with values previously reported for
glutamate and malate [6,8,15], 2-oxoglutarate
[1,6], external NADH (2], succinate {2,6] and lac-

—_—
1 min

Fig. 1. State 3 respiration upparted by several substrates. Mitochondria (1 mg proteia/mi) were incubated in 1.9 m of the standard
medium described in Methods with the following substrates {final concentrations): 7.5 mM glutamate + 15 mM malate (A), 10 mM
otelactate (B), 10 mM 2-oxoplutarate (C), 10 mM succinate (D) and | mM NADH (E). Where indicated 720 (A}, 450 (B), 300 (C.E)
or 250 {D) amol ADP was added. The numbers to the lefi of the traces indicate the rate of O, uptake in ng atouw/mg protein x min.
The ADP/Q ratios indicate the tolal ameunt of added ADP in amol in relation 10 the total amount of Q) uptake in ng atoms induced

by the addition of ADP.



Table 11, Energy coupling in Evglena mutochapdria. The rate of state 3 (ADPustiylated) respiration was determined in the experi-
rental conditions described in Fig. . The repiratory control vaiues (RC) shown were calculated (ram the ratio between the rates
of state 3 and state 4 respiration obtained with the first addition of ADP. The rates of state 4 repiration obtained in these canditions
before the addition of ADP were (ng atoms Oy/ng protein x min): 56 = 3 (11,27 £ 2(4), 20 & 4(6), 25 = 5(6) and 42 & 4(})
for G+ M, 2-0G, NADH, swecinate and factate, respectively. The values shown represent the mean = S.C. with the number of

preparations in parentheses.

Substratc Rate of state 3 ADPIOQ RC

espiration

tng atams Oy

mg protein x min)
Gluuamate + malae 150 £ 211} 19 £ 0301 36 £ 041D
2-Quoplutarase M2 19 £ 04 (4 14 £ 0.1 (4)
NADH 33z L6 23 = 06(6) 24 £ 0.1(6)
Suocinate 40 % 2 (6} 16 = 0.2(6) L7 2 03(6)
Lactate 56 = 2(7) 22010 2320209

tate [2]. The high respiratory control values
achieved with all the substrates assayed <leatly in-
dicated an improvement in the method for obtain-
in 11 led Euglena itochondria by
sonication [B]; it is thought that a more gentle
sonication was the critical step in the improvement
of this procedure.

Note that the rate of state 4 respiration was
higher in the absence than in the presence of
adenine gucleotides with glutamate + malate or
lactate as ondmhle subslralc (sce Fxgs lA B).
M . the of for
4 min in an EGTA-conmlmng medium before the
addition of oxidizable substrate, in comparison to

a protocol with no preincubation (Fig. 1), induced
a higher rate of state 4 respiration (sce legend of
Table I for valu:s) These ohscrvuuons suggest
that, similar}h lian mi

oxidation in Euglena mnochondna |s probably
subject to modulation by adenine and pyridine
nucleotides and malnx Ca’,

A direct d (ATP hesis cons
firmed that the fivs substrates assayed supported
oxidative phosphorylation (Table 1II). However,
for as yet unexplained reasons, the rates of ATP
syothesis did not strictly correlate with the rates
predicted by the O, uptake data (the rate of state
3 respiration x the ADP/O ratio; sec Table If).

Table Mt Oxidative phosphorylation in Euglena mitochondria, The rate of ATP syathesis was determined enzymatically as deserib-
«ed in the Mcthods section. The indicated concentrations of the inhibitors were present in the incubation medium before the addution
of mitochondria. Other experimental details were describod in Tables 1 and I1.

Eahibitoe ATP Synthesis -,
e - - Glutamate + mahte  2.0G NADH Succinate Lacare

{nmol ATP formed/ 228 x 12 (4) 140 2 8 (4 200 2 6(4) 198 = 18 (4) 245 & $ (4)®
mEprot. X min )

Rotenone -+ .. ir [ n 176 () 199
(0.05 mM)

Antimycin 17 6 a5 LIN¢] 130
{0.0) mM)

Cyanide 5 ] 70 35 4
(0.1 mM8)

Oligomycin 48(2) [ 320 a0 ¥ @)
0.00 mMy

*P < 0001 fot 2-oxoglutarale versus any other substrate.
BP < 005 for lactate versus GeM, NADH of succinate.



Desgite this caveat, we believe that the data of
Tables {1 and [If are sulTiciently reliable to make
comparisons of the effects of inhibitors on O up-
take and ATP synthesis.

Only ATP synthesis supported by iactate was
resistant to antimycin (Table [H). Similarly, the
rate of state 3 respiration supported by lactate was
partially inhibited by antimycin (68 = 1%, n = 1)),
but completely (100%) abolished by 10 «M HQNO
or myxothiazol; state 3 respiration supported by
the other substrates was completely (100%) in-
hibited by antimycin and also by HQNO and myx-
othiazol (not shown). State 3 respiration was
completely blocked by 0.1 mM cyanide or 0.25
DPA with lactate or any other of the substrates
used (not shown) Thus, these data support the no-
tion {3,10] that lactate is oxidized through an
antimycin-resistant pathway which still preserves
two sites of energy conservation, whereas the other
substrates stimulate oxidative phosphorylation
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using the antimycin-sensitive pathway. As the oxi-
dation of glutamate + malate and NADH in the
absence of ADP was partially resistant to anti-
mycin (see Table 1), then the electron flux drained
through the alternate pathway would appear
unable to generate a H* gradient of a sufTicient
magnitude to drive ATP synthesis. In addition, the
high rate of oxidative phosphorylation attained
with lactate suggests that this substrate might pro-
vide the direct link between glycalysis and the
respiratoty chain for an efficient energy supply in
dark-grown Euglena cells; pyruvate is oxidized 10
acetyl-CoA only under anacerobic conditions by an
Oj-sensitive.  NADP-pyruvate  oxidoreductase
137,38}
Aembrane potential

Euglena mitochondria were able to generate a
membrane potential with all of the substrates
assayed (Fig. 2), as shown with the semiquan.

KCN

A

h

ccep
T wwy l
-
NADH
KCN
(\L |
[
E : ccep
1
.
i :
! aat

Lactate

Fig. 2. Generalion of membrane patential by sevesal substraics. Mitochondria (1 mg protcirvml) were incubated as described in
Methods with 10 uM safcanine. After 8 min, the indicated substrites were added and the aosorbance difference 3t SI11-533 nm was
measured. Additions (final concentrations 7.5 mM glutamaie + 15 mM malaic (G » M), 10 mM 2.oxoglutarate (2-0G), | mM
NADH. 10 mM succinate, 10 m)M pL.daciate, 0.1 mM KON, | 4M CCCP.



titative probe safranine [21]. Remarkably, the ad-
dition of ¢cyanide did not completely collapse the
membrane potential generated by oxidation of
glutamate + malate, succinate or lactate. This sug-
gests, in agreement with previous work (8], that
the cyanide-resistant respiration can generate a
small, uncoupler-sensitive membrane potential.
However, 2 sirict correlation between cyanide-
resistant respiration and cyanide-resistant mem-
brane potential was not found for NADH and suc-
cinate {tee Table [ and Figs. 2C and 2D). The
reason for this discrepancy is unknown. Note that
the safranine absorbance signal reached a max-
imum with the addition of substrate (Fig. 2,
decreasing to a lower steady state therealter. This
diminution of ial
was indicative of a slight uncoupling effect in-
duced by the uptake of dye [22]. We used a rela-
tion of 10 nmol safr:mme per I mg pmleln. as
BE! for mitochondria [21];
clearly the effect of different safranine/protcin
ratios on the increase of the absorbance signal has
to be explored in Euglena milochondria.

A more quantitative determination of mem-
brane potential was carried out using the distribu-
tion of (*H]TPP*. In preliminary experiments the
values of merabrane potential obtained with dif-
ferent substrates were as follows: 99, 96, 83, 77 and
76 mV for 10 mM succinate, 10 mM lactate, 7.5
mM glutamate + 15 mM malate, t mM NADH
and 10 mM 2-oxoglutarate, respectively. These
values of membrane potential were obtained after
correction for unspecific binding of TPP*, as
indicated for rat liver mitochondria {22|. The
possnhxhly rermains that a greater unspecxl'c bind-
ing of TPP% occurs in Ewglena mitochondria and

shown), indicating that oxidative phosphorylation
was the process involved in this change of
mitochiondnial volume. This observation was
teporied several years age for mamunalian
mitachondria (39], but probably because af the
lack of a well-coupled preparation this observa-
tion had not been previcusly confirmed for
Euglena mitochondria. The further addition of the
K* ionophore valinomycin induced an incraase in
swelling (K * uptake) which was significant with
glutamate + malate, NADH, succinate and lactate
and negligible in the absence of added substrates
(Fig. 3C). This indicated that the changes of
matrix volume were energy-dependent and that
K* movements were involved.

Redox siate of pyridine-nucleotides

In an initial attempt to characterize the reac-
tions involved in the oxidation of lactate, the
redox state of intramitochondrial NAD(P)H was
measured. The expected pattern of oxidation-
reduction of NAD(P)H was observed with
glutamate + malate as substrate: the addition of
the uncoupler CCCP induced a [ast oxidation
whereas DPA and rotenone yielded full reduction
(Figs. 4A.B). With lactate, CCCP induced a more
extensive NAD(P)H oxidation which was partially
blocked by rotenone {Fig. 4C) or myxothiazol {not
shown), whereas DPA (Fig. 4E) and HQNO {not
shnwn) fully restored the reduction. The increase
in induced by il {Fig. 4D)
was not related to NAD(P) reduction, since the ad-
dition of antimycin to mitochondria incubated
with no added substrates (Fig. 4G) or to a cuvelte
with a0 mitochondria also induced an increase in

bence the values of membrane potential may be
undcrestimated.

Energy-dependent swelling and shrinkage

The addition of various substrates induced an
increasz in intramitochondrial volume (Fig. 3),
which was extensive with 2-oxoglutarate but small
with the olher subsuales The addition of ADP
p itive shrinkage (Fig.
SB) with all the substrates used. This ADP-
induced shrinkage was also encrgy (Fig. 1C, no

added sub and phosph p {not

d an oligomy

Thus, the data of Fig. 4 suggest that the oxida-
tion of lactatc is associated with the formation of
NAD(P)H. However. lactate oxidase activity was
detected in fresh preparations of submitochondriai
particles {prepared by sonication and centrifuga-
tion at 105 000 x g) but not in frozen samiples
(data not shown); although this requires further
characterization. it scems that lactate oxidase is

lized in the mitochondrial inner b
and that it does not have an esscntial requirement
for pyridine nucleotides, Price (30} described a

inc-depend particutate -l dehydro-
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Flg.3. Intramitockondrial volume changes in Euglens mitochondria. The light scaniering of the mitochondsial suspension (1 mg pro-
tein/ml) was measured in 2 ml of sandard medium as described under Methods. Where indicated the following sdditions were made
(final conceatrations): 7.5 raM glutamate + 15 mM malate (G + M), 10 mM 2-oxoglutarate (2-0G), | mM NADH, 10 raM succinate
{succ), 10 mM pL-lactate, 300 nmot ADP, 0.45 amol valisomycin (val) per mg protein, 0.01 mM oligamycin (olige).

genase with no essential requirement for NAD in
cell extracts of Euglena cells, the subcellular
localization of this activity was ideatified in the
mitochondrial fraction [4]] Interestingly, a flavin-
dependent D-lactate directly linked
to the respiratory chain has been described in £.
eoli and other bacteria [42]. In inside-out E. coll
membrane vesicles, D-lactate oxidation can

2e

uptake

Ca?* uplake was supported by all the substrates
assayed with the exception of 2-oxoglutarate
{Table V). In agreement with previous work {8],
Ca?* uptake was collapsed by an uncoupler and
cnly partially mhlhnl:d by rulhemum red, a strong

geaerate a H* gradient (43) and support
phosphorylation (22 #2 nmol ATPF/ mg pro-
tein % min, n = %, this study). Thus, the p

hi of this
dna [44]. Mauove' the Caz‘ release induced l:y
carb ide, a welldescnbed teaction in

of lactate oxidase activity in Euglena mitochondria
suggests an evolutionary link between the bacteriat
and Euglena respiratory chains.

that
Ca®* pore (45 and
rel'ercnc:s lherem).)appcars not to be present in
Eugiena mitochondria (E, Chavez, pers. com-
mun.). Thus, these data suggest that Ca?*
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Antimycin

in Euglena

ia oxidizing lactate. The inurinsic fluorescence of the mitochon-

drial suspeasion was measured ag describesd under Methods. Mitochonddia (1 mg/ml) were incubated in 2 m) of standard medium
for 8-10 min before the addition of the indicated substrates. Additions (final concentrations); 7.3 mM glutamate + 5 mM malate
(G + M), 10 mM lactate, 4 uM CCCP, 12.5 uM rotencae {Ron), 0.28 mM diphenylamine (DPA), 10 uM antimycin. No addition of

substrate was madc for experiments F,G.

Table [V, Ca?* uptake by Euplens mitechondnia. The values
shown represent mean & 5.E. for 3 mitochondrial prepara.
tions. Other eciperimenual details were described under

transpory in Euglena-mitochondria lack some of

the propertics  present ia  mammalian
Methods. mitochondria.
Substrate nmobmg protein c .
1.5 mM gutamate
10 e T e a2 We have further characterized some of the

-oxoglutarate 4%l L N .
| mM NADH 5al encrgy-dependent reactions in Euglena mitochon-
10 mM succinate 54022 dria. A tight coupling between respiration and
10 mM lacuate 60«3 ATP syathesis can be achieved in these mitoch
mr:r":i‘::";’"“ R dria as shown by the high respiratory control
e, . ! . . N

10 mM lictaie + § xM CCCP is0 vitlues and ADP/O ratios obtained with the dif-

ferent used.




Although Euglma mitochondria show the same
d .

dchydmgcnasc was an integra! component of the

encrgy-dep found in i
mitochondria, they exhibited some interesting dll’-

¥ chain. Interestingly, these chacacter-
istics are strikingly similar to those described for

ferences. Euglena h have a cy
resistant uspnulory chain and a relevant question
that arises is whether lhIS palhway can supporl
any of the energy dep

A helpful tool in that investigation would be the
use of a specific inhibitor for the alternate or the
cyanide-sensitive pathway. The data of Tabte I in-
dicates that such an inhibitor may be antimycin, or
2 lower cyanide concentration (< 0.1 mM) for sole
inhibition of cytochrome ¢ oxidase without afTec-
ting the alternate oxidase; a specific inhibitor for
the alternate oxidase was not found.

It scemed clear that the alternate pathway did
oot support oxidative phosphorylation since 0.1
mM cyanide blocked this reaction; hawever it re-
mains 10 be shown whether this cyanide concentra-
tion is not inhibitory for the alternate oxidase.
HQNO, myxothiazol and DPA inhibited the alter-
nate palWay but lhcy also appeared 10 block the

The ination of

the ion of lactate in bacterial respiratory
systems. This implies that a close taxonomical and
evolutionary link between some bacteria and
Euglena mitochondria might exist. A comparison
of the isolated lactate dehydrogenase from Euglena
mitochondria and bacteria might provide evidence
of a phylogenetic relationship.
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