CAPITULO UNO

INTRODUCCION

Las antracenonas diméricas son compuestos quimicos cuya estructura
esta constituida por monémeros representados en la Figura 1. Este tipo de
compuestos quimicos se han aislado de algunas especies de hongos 1 y de
plantas de los géneros Cassia y Karwinskia 3,

El género Karwinskia pertenece a la familia Rhamnaceae y estd
constituido basicamente por arbustos y drboles pequeiios encontrados tanto
en zonas tropicales como en 4reas desérticas, desde el suroeste de Estados
Unidos hasta América Central incluyendo México 45. Se ha reportado que a
los quince dias de la ingestién del fruto de estas plantas se presentan
manifestaciones clinicas como polineuropatia progresiva, caracterizada por
pardlisis sistémica ascendente, la cual puede terminar en muerte por paro
respiratorio. Si el paciente sobrevive, la recuperacién es lenta pero puede ser
completa 67, Este cuadro clinico se ha comparado con el de los sindromes
paraliticos tales como el de Guillain-Barre, la poliomielitis y otras neutropatias
perifericas 8,

La especie del género Karwinskia mis comin en México es la K.
humboldtiana. Dreyer y cols. aislaron por primera vez del fruto de esta
planta cuatro antracenonas diméricas responsables de las propiedades téxicas
de dicha planta. Estos compuestos antracen6nicos fueron nombrados de
acuerdo a su peso molecular como T-514, T-544, T-516 y T-496 3 (Figura 2).

En base a estos antecedentes, en el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la U.ANN.L., en el afio de 1981 se
inici6é una linea de investigacion encaminada a estudiar la actividad biolégica
de los compuestos antracenénicos aislados de diferentes especies del género |



Figural Estructura principal de
los compuestos antracen6nicos
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Figura2 Compuestos antracendnicos aislados
de K. humboldtiana.

Dréyer y cols., 1975
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Karwinskia. Para el aislamiento y purificacion de estos compuestos se realiz6

una modificacién al método utilizado por Dreyer y cols. 3. Este método
optimizado fue descrito por Guerrero y cols. 2.

Waksman y cols. efectuaron el andlisis quimico y toxicoldgico de los
extractos cloroférmicos de los frutos de 10 especies de plantas del género
Karwinskia. Estos estudios demostraron que todas las plantas examinadas
son téxicas y su toxicidad recuerda cualitativamente a la intoxicacién aguda
con K. humboldtiana. Todas las plantas se caracterizan por la presencia de
compuestos antracendnicos, sin embargo se encontrd diferente contenido de
las toxinas, asf la T-544 estd presente en mayor cantidad en Karwinskia
humboldtiana, 1a T-496 se produce mds en Karwinskia calderonii y 1a T-514
se recupera en mayor cantidad de Karwinskia parvifolia 19 (Tabla I).

Ramirez y cols. aislaron por primera vez del fruto molido de la planta
Karwinskia parvifolia un compuesto de estructura quimica idéntica a la T-
514, pero con diferente configuracién espacial, por lo que fue identificado
como un diasteroisémero de la T-514 1 (Figura 3). Con el propésito de
investigar la actividad biolégica de las toxinas T-514, T-544 y T-496
Bermiidez y cols. realizaron estudios toxicol6gicos en diversas especies
animales. Los resultados de estos estudios indicaron que la T-544 es
responsable del efecto neuroldgico; la T-496 tinicamente causa diarrea cuando
se administra oralmente y la T-514 causa dafio severo al pulmén, rifién e
higado. En el higado la T-514 induce la formacién de depésitos de grasa
intracelulares y necrosis 12, Estudios efectuados para determinar la dosis letal
media de estos compuestos demostraron que la T-514 es la mds téxica de las
toxinas arriba mencionadas 12,

Por otro lado Garza y cols. efectuaron estudios para comparar la
citotoxicidad in vitro de las toxinas T-514 y T-544 de K. humboldtiana,
realizando estudios en cultivos de células de piel y de hepatocitos. Respecto a
la T-514 los resultados coincidieron con lo observado in vive, demostrandose
ademds que la T-514 causa mayor toxicidad hepética que la T-544 in vitro 13,
Ademas se analiz la toxicidad del diasteroisémero de la T-514. La toxicidad
de este compuesto en las células hepéticas in vitro es muy similar a la de la T-
514 14, En contraste, se ha demostrado que bajo condiciones in vivo la
toxicidad hepética causada por la T-514 es mucho mayor que la producida
por su diasteroisémero 15,



Tabla I

Porcentaje de toxinas en diferentes especies del género
Karwinskia que existen en el pais

Porcentaje
Karwinskia T-514 T-544 T-496
humboldtiana 0,70 1,60 0,80
mollis 0,95 1,33 1,08
.umbellata 0,05 0,75 0,50
subcordata 1,07 1,51 0,98
latifolia 0,50 - 1,10
_parvifolia 1,02 - 1,58
calderoni 0,70 0,75 2,00
rzedowski - - 1,60
tehuacana 0,33 0,83 0,40
johnstonii - 2,10 0,70
-- No detectado.

Waksman y cols., 1989
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del diasteroisémero de la
T-514.

Ramirez y cols., 1992
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La selectividad hacia determinados tejidos de cada una de las toxinas y
la forma particularmente empinada de las curvas dosis-respuesta de la T-514,
permitieron plantear la hip6tesis de que si hubiera toxicidad selectiva de este
compuesto hacia células de origen benigno y maligno, la sustancia podria
tener potencial uso antineoplésico.

Estudios realizados por Pifieyro y cols. en once lineas celulares
humanas tres benignas y 8 de origen maligno demostraron por primera vez
la toxicidad selectiva in vitro de la T-514 sobre diversas lineas celulares de
origen neoplésico 16, Por esto se ha propuesto el uso de esta toxina como
agente antineopldsico y se ha solicitado una patente para su uso, la cual fue
otorgada primero por la Comunidad Econémica Europea 17, y recientemente
por los Estados Unidos de Norteamérica 18, y Jap6n 19,

Debido a que el mecanismo de accién de 1a T-514 avin se desconoce, en
los dltimos afios se han llevado a cabo diversos estudios bioquimicos y
morfolégicos con el propésito de obtener informacién acerca de éste.
Estudios morfolégicos realizados por Sepiilveda y cols. demostraron una
disminucién del nimero de peroxisomas presentes en hepatocitos de ratas y
monos intoxicados con T-514 29, Este hallazgo es muy interesante, ya que
con excepcidn del factor de necrosis tumoral alfa 21, no existen reportes en la
literatura de compuestos que producen disminucién en el ndmero de
peroxisomas. Los resultados anteriores sugieren que el peroxisoma es el
organelo blanco de la T-514.

Las levaduras constituyen un sistema modelo muy adecuado para el
estudio de la biogénesis y funcién peroxisomal, ya que son ficiles de
manipular y en ellas se puede inducir la proliferacién de peroxisomas, cuando
se utilizan medios especificos 22. El sustrato induce la proliferacién del
organelo ya que en la matriz peroxisomal se encuentran las enzimas
necesarias para metabolizarlo. Tal es el caso de las levaduras metilotréficas,
las cuales utilizan ¢l metanol como fuente de carbono y en ellas se induce la
proliferacién peroxisomal debido a que la matriz contiene las enzimas que
catalizan las reacciones iniciales para el metabolismo del metanol, estas
enzimas son alcohol oxidasa, dihidroxiacetona sintasa y catalasa 2 (Figura 4).
En levaduras metilotréficas se forman grupos de peroxisomas como
resultado del proceso de proliferacién peroxisomal, ocupando estos organelos
hasta un 80% del volumen citoplasmdtico de la célula 22 24, 25 (Figura 5).
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Figura 4 Metabolismo del metanol en
peroxisomas de levaduras metilotréficas.

Goodman y cols., 1990



Figura 5 Inducci6én de la proliferacién
de peroxisomas en C. boidinii
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Con el propésito de investigar si realmente el peroxisoma constituye el

organelo blanco de la T-514, Sepiilveda y cols. realizaron estudios ultraestruc-
turales en cultivos de células de levadura para determinar el efecto de esta
toxina sobre los peroxisomas in vivo. Estos estudios se realizaron en cultivos
de dos especies de levaduras metilotréficas: Hansenula polymorpha y
Candida boidinii utilizando medio minimo con metanol como dnica fuente
de carbono 26, Los resultados obtenidos de estos estudios demostraron que
respecto a la supervivencia de Candida boidinii cultivada en medios
especificos, con glucosa o con metanol como unica fuente de carbono
respectivamente, y en presencia de T-514 a una concentracién de 50 pg/mL,
se produjo un efecto drastico sobre la viabilidad de esta levadura, muriendo el
100% de las células después de 60 min de exposicién a la toxina (Tabla IT).
Ademads, en las células cultivadas en metanol, se observd un efecto casi
inmediato sobre la organizacion total de los peroxisomas después de la
adicién del compuesto. A los diez minutos muchos de los grupos de
peroxisomas en las células migraron hacia dentro de la vacuola, ocurriendo
después la desintegracion del citoplasma. Efectos comparables fueron
observados en cultivos de Hansenula polymorpha utilizando metanol como
uinica fuente de carbono 26,

En presencia de una dosis no letal (2 [Lg/mL) se obtuvo un efecto de
dosis-respuesta: el crecimiento ces6 inicialmente, reinicidndose después de un
perfodo de ‘4 hr. Desde los 30 min de incubacién, a nivel subcelular, se
encontré un efecto especifico sobre la integridad peroxisomal.
Ultraestructuralmente este daiio sobre los peroxisomas se observé como la
fragmentacién de la membrana peroxisomal, lo cual permite que el contenido
enzimético del peroxisoma salga hacia el citoplasma de la célula. Cuando
ocurrié este efecto sobre los peroxisomas, el importe de protefnas recién
sintetizadas pareci estar bloqueado, ya que se observaron agregados
citosélicos de las protefnas de la matriz. El dafio peroxisomal fue irreversible
ya que los organelos afectados fueron degradados en la vacuola autofagica.
Sin embargo no se observé dafio sobre otras membranas. No se afecté la
actividad de las enzimas peroxisomales alcohol oxidasa y catalasa en las
primeras dos horas de exposicién 26.

Debido a estos hallazgos que demostraron el efecto selectivo e
irreversible sobre los peroxisomas de levaduras se le ha renombrado ala
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T-514 como peroxisomicina Aq. Asimismo se renombraron sus isémeros

espaciales con niimeros progresivos segiin han sido caracterizados. En el caso
de los isémeros de posicién se antepone el prefijo iso-, al nombre
peroxisomiciana A 1. ’

Hasta el momento los datos obtenidos acerca del mecanismo de accién
de la peroxisomicina A; sugieren que ¢l peroxisoma es el organelo blanco en
levaduras y en higado de monos y ratas.

En los peroxisomas se llevan a cabo una gran variedad de reacciones
tanto biosintéticas como oxidativas, estas dltimas conducen a Ia generacién de
peréxido de hidrégeno. El peréxido de hidrogeno es un metabolito t6xico
para la célula y es desdoblado por la catalasa, la cual se encuentra
exclusivamente en el peroxisoma; por este motivo se le considera una enzima
marcadora peroxisomal 27,

Estudios realizados por Moreno y cols. demostraron que los
compuestos. antracen6nicos aislados de las plantas del género Karwinskia
producen inhibici6én de la actividad de la catalasa bovina in vitro. En estos
estudios se encontrd una relacion estrecha entre la estructura quimica de los
compuestos antracendnicos y el grado de inhibicién de la catalasa. Los
compuestos més activos fueron aquellos que contienen dos grupos
antracen6nicos, correspondientes a las peroxisomicinas A; y Ag las cuales
produjeron el mayor grado de inhibicién y no hubo diferencia significativa
entre ellas. Por otro lado, el resto de las toxinas mostraron un menor grado
de inhibicidn, correspondiendo a los dimeros que contienen una unidad
antrona o antraquinona. En estos estudios se utilizé como control positivo de
inhibicién el aminotriazol el cual es un potente inhibidor de la actividad de
catalasa in vivo, pero menos potente in vitro. Todos los compuestos
antracen6nicos analizados son inhibidores de la catalasa in vitro més potentes
que el aminotriazol 28 (Tabla III).

El efecto de la peroxisomicina A; sobre la actividad de la catalasa
hepitica del ratén albino también ha sido investigado tanto en cortes de tejido
hepético incubados con toxina (in situ) como en cortes de tejido y en
fracciones hepdticas de ratones intoxicados con peroxisomicina A1 (in vivo).
En estos estudios no se demostré inhibicién de catalasa por medio de
procedimientos histoquimicos y bioquimicos. Este hallazgo indica que la
peroxisomicina A solamente inhibe la actividad de catalasa in vitro cuando



Tabla III
Efecto inhibitorto (CI50) de compuestos antracendénicos sobre la actividad
de catalasa y el porcentaje de actividad de la enzima a una concentracién

constante de estos compuestos

Compuesto Clsg (UM) % de actividad (3,9 pM)
Peroxisomicina A 3341+ 0,99 45,29 + 1,38
Peroxisomicina Ay 364+ 1,10 48,06 £ 1,38
Flegmacina A} 6331+ 2,79 62,05 £ 1,64
Flegmacina Ay 8,54t 3,23 64,62 £ 1,59
T-544 40,08 + 1,57 100,00

T-496 99,50 + 19,03 100,00

T-510 120,00 £ 10,44 100,00
Aminotriazol 4 x 105 100,00

Moreno y cols., 1995
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se utiliza enzima purificada y no es capaz de inhibirla cuando la enzima se

encuentra dentro de los peroxisomas, ya sea en fragmentos de tejido oen
animales completos intoxicados. Esto sugiere que la catalasa no estd
involucrada en el dafio peroxisomal causado por la peroxisomicina A 29,

Recientemente, Rivas aisld y caracterizé del fruto de K. parvifolia,
otros compuestos antracendnicos estructuralmente semejantes a la
peroxisomicina Aq. Dichos compuestos fueron identificados como un
diasteroisémero y un isémero de posicion de la peroxisomicina Aj, y una
antracenona de peso molecular de 516, la cual resulté ser el mismo
compuesto antracenénico aislado por Dreyer de K. humboldtiana 3. A los
nuevos compuestos se les nombré como peroxisomicina A3 e
isoperoxisomicina A1, respectivamente 30 (Figura 6).

En base a la gran semejanza estructural entre la peroxisomicina Ay
los compuestos antracendnicos: peroxisomicinas A, isoperoxisomicina Ay y
la T-544 (Figura 7), consideramos de suma importancia investigar si estas
toxinas causan el mismo efecto selectivo e irreversible sobre los peroxisomas
de levaduras tal como lo produce la peroxisomicina A{. Lo anterior con el
propésito de esclarecer si este efecto es exclusivo de esta toxina y para
obtener mayor conocimiento acerca de la actividad biolégica y del
mecanismo de accién de estos compuestos.
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Figura 6 Compuestos antracenénicos
aislados de K. parvifolia.

Rivas, 1995
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Figura 7. Estructura quimica de los compuestos
antracendnicos analizados en el presente
trabajo.
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HIPOTESIS

Los compuestos antracenénicos de las plantas del género Karwinskia
producen e] mismo dafio sobre los peroxisomas de Candida boidinii que el
reportado para la peroxisomicina A sobre estos organelos.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de diferentes antracenonas diméricas
estructuralmente semejantes a la peroxisomicina A;, sobre los peroxisomas
de Candida boidinii, in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer las condiciones 6ptimas de cultivo de Candida boidinii,
realizando curvas de crecimiento en medios especificos.

2.- Analizar el efecto de los compuestos antracenénicos sobre la
supervivencia de las células de Candida boidinii, determinando la turbidez
del medio de cultivo, realizando cuenta de colonias en placas de agar y a
través de observaciones directas con microscopia de luz de contraste de fase.

3.-Determinar el efecto a nivel morfolégico sobre peroxisomas de Candida

boidinii a dosis de 2 pg/ml de los compuestos antracendnicos utilizando
microscopia electrénica de trasmisién e inmunocitoquimica.

4.- Analizar el efecto de estos compuestos sobre la actividad de catalasa, en
extractos celulares de Candida boidinii.

5.- Comparar los resultados obtenidos de los diferentes compuestos
antracenénicos, con el control positivo y €l control negativo,
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CAPITULO DOS

MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIAL

2.1.1. Reactivos

Se utilizaron productos quimicos obtenidos comercialmente de las
siguientes compaiiias: Productos Quimicos Monterrey, Merck, Sigma, Difco,
Biorad, Pelco.

2.1.2. Material Biolégico

Levadura metilotréfica Candida boidinii cepa ATCC 32195.

Antracenonas diméricas: peroxisomicina Aj, peroxisomicina A, e
isoperoxisomicina Ay de Karwinskia parvifolia y T-544 de Karwinskia
humboldtiana. Estos compuestos antracenénicos fueron aislados y
purificados en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la
Facultad de Medicina de la U.AN.L.

Anticuerpo monoclonal de conejo, anti-alcohol oxidasa proporcionado
por el Prof. Dr. Joel M. Goodman.

Anticuerpo policlonal de cabra, anti-conejo marcado con particulas de
oro coloidal de 10nm de didmetro, adquirido comercialmente.
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2.1.3. Equipo

Incubadora estética, Riossa.

Incubadora con agitador mecénico, Lab-line,

Espectrofotometro Beckman, DU 7500 con arreglo de diodos y
paquete de cinética enzimdtica.

Fotomicroscopio Carl-Zeiss.

Centrifuga para Ependorff IEC Micro-MB centrifuge.

Ultramicrotomo, Ultratome LKB V,

Microscopio Electrénico de Transmisién Carl-Zeiss, EM 109,
Centrifuga con controlador de temperatura IEC CRU 5000.

2.2. METODOS

2.2.1. Preparacién de Soluciones Concentradas de los Compuestos
Antracenénicos.

Para los experimentos en células de cultivo de C. boidinii se requiri6
de soluciones concentradas de cada antracenona en un medio de cultivo
minimo. Debido a la baja solubilidad de los compuestos antracenénicos en

soluciones acuosas, se disolvieron primero en solventes adecuados para su
posterior disolucion en el medio de cultivo minimo (Apéndice).

2.2.2. Métoﬂos de Cultivo.

Las células de Candida boidinii se mantienen viables a través de su
resiembra cada dos meses en placas de agar YPD (Apéndice). Las placas de
cultivo de C. boidinii se almacenan a 4°C.

Los cultivos lfquidos de C. boidinii se efectuaron de la forma siguiente:
se tom6 una colonia de la levadura y se inocul6 en un medio enriquecido con
glucosa al 2% (YPD), después se incub6 por 24 horas a 30°C bajo agitacién
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constante (250 rpm). Las células cultivadas en YPD se transfirieron a medios

minimos conteniendo glucosa o metanol como tnica fuente de carbono

(Apéndice). Estos cultivos de C. boidinii se iniciaron en todos los casos con
una turbidez del medio de 0,1 D.O./mL. Posteriormente todos los cultivos se
incubaron a 30°C bajo agitacién constante (250 rpm). Los cultivos se
revisaron peri6édicamente bajo el microscopio de luz para evaluar su pureza y
descartar su contaminacién,

2.2.3. Métodos Analiticos
2.2.3.1. Medicion de la turbidez del medio de cultivo.

La turbidez del medio de cultivo se determin a través del valor
de su densidad éptica (D.O./mL).

Para medir la densidad Sptica se tomaron alicuotas de los
cultivos de C. boidinii y se realizaron diluciones seriadas en agua
destilada hasta tener 1:1000. A un mL de la iltima dilucién (1:1000) se
le determiné el valor de su densidad 6ptica a una longitud de onda de
600nm en un espectrofotémetro Beckman DU-7500.

2.2.3.2. Determinacion de la actividad de catalasa.

La actividad de catalasa en los extractos celulares crudos de C.
boidinii se determiné segiin el método descrito por Aebi 31 Este es un
método espectrofotométrico basado en la medicién de la disminucién
de peréxido de hidrégeno a 240nm, a un pH de 74 y a 25°C
(Apéndice A).

2.2.3.3. Determinacion de proteinas totales

La concentracién de protefnas de los extractos celulares crudos
de C. boidinii se determiné por el método de Bradford 32 el cual se
basa en la unién del colorante azul de Coomassie brillante G-250 a las
protefnas causando un cambio del pico mdximo de absorcién del
colorante de 465nm a 595nm. El incremento de absorbancia a 595nm
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es proporcional a la concentracién de proteinas.

Curva de calibracion.
Para cada determinacidn se realiz6 una curva de

calibracién con estidndares de albdmina sérica bovina
conteniendo 2,5 a 20 ug de proteina (Apéndice).

Determinacién de Ia concentraciéon de proteinas en el

extracto crudo de Candida boidinii

Para determinar la concentracién de proteinas en el
extracto celular crudo de C. boidinii se prepararon diluciones
-de la muestra en agua destilada (1:20 a 1:50). Se tomaron tres
alicuotas de 200 pL de cada una de estas diluciones y se les
adicioné un mL del reactivo de Bradford (dilvido 1:5 en agua
destilada). Se agitaron en el vortex, se dejaron reposar por 30
min a temperatura ambiente y se determiné el valor de
absorbancia a 595nm. Los valores de absorbancia de cada
dilucién se interpolaron en la curva de calibracién y se obtuvé la
concentracién de protefnas (J1g) en un volumen de 200 pL. La
concentracién de proteinas (mg/mL) en el extracto crudo se
obtuvo aplicando la siguiente férmula:

mg/mL =_(C) (D) (5)
1000

donde:

' C = Concentracién promedio
D = Dilucién realizada
5 = Factor para expresar el valor en 1 mL
1000 = Factor para transformar de pg a mg

2.2.4. Preparacion del Extracto Celular Crudo de Candida boidinii.

En un tubo de ensayo se pesaron 400 mg (peso himedo) de células de
C. boidinii, se resuspendieron en amortiguador de fosfato de potasio
(Apéndice) y se mezclaron con 3,5 g de perlas de vidrio. Las células se
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trituraron mecénicamente por agitacién en el vortex 6 veces durante 30 seg,

manteniendo a 4°C por 10 seg entre cada agitacién. Las células trituradas se
separaron de las perlas de vidrio utilizando una jeringa con cartucho de
algodén al fondo y centrifugando a 6000 rpm por 3 min a 4°C. Las perlas de
vidrio se lavaron con 0,5 mL del amortiguador de fosfato de potasio y se
centrifugaron de nuevo a las mismas condiciones. Una vez separadas las
células trituradas de las perlas de vidrio se centrifug6 en una microcentrifuga
durante 30 seg. La fraccion del sobrenadante resultante de la centrifugacién
corresponde al extracto celular crudo conteniendo las protefnas solubles.

2.2.5. Curvas de crecimiento de Candida boidinii.

Para realizar la curva de crecimiento de C. boidinii se inocul6 una
colonia de la levadura en un medio enriquecido con glucosa al 2% (YPD)
como tnica fuente de carbono. Este cultivo liquido, denominado precultivo,
se incubd durante 24 hr a 30°C bajo agitacién constante (250 rpm). Se
determind la turbidez del precultivo y se transfirié el volumen necesario a dos
medios minimos conteniendo glucosa y metanol como tnica fuente de
carbono, respectivamente. Estos cultivos se iniciaron en todos los casos con
una turbidez de 0,1 D.Q./mL. Se incubaron a 30°C bajo agitacién constante.
Se tomaron alfcuotas del cultivo cada dos horas y se diluyeron en agua
destilada (1:1000). Se tomé el valor de densidad ptica/mL de cada dilucién y
se graficaron los datos en funcién del tiempo para obtener la curva de
crecimiento celular de C. boidinii en los dos medios minimos con glucosa y
con metanol como tinica fuente de carbono, respectivamente.

La fase exponencial media de la curva de crecimiento celular
corresponde al punto medio del segmento ascendente de esta curva.

2.2.6. Conteo de Colonias en Placas de Agar.

Se efectuaron cultivos de C. boidinii en medios minimos con glucosa
y con metanol. En la fase exponencial media de cada uno de los cultivos se
adicionaron los compuestos antracendnicos apartir de soluciones
concentradas (1 mg/mL) de: peroxisomicina A, isoperoxisomicina A y T-
544. Para cada uno de los compuestos se prepararon cultivos de
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concentracién final de 0,5, 2, 10, 20 y 50 pg/mL. Como controles positivo y

negativo se utilizaron células en presencia de peroxisomicina A; y sin
tratamiento, respectivamente. Después de la adicion de los compuestos, los
cultivos se incubaron a 30°C bajo agitacién constante durante 2 hr. Se

realizaron diluciones seriadas de los cultivos de C. boidinii hasta tener una
dilucién final de 1:1 x 106, Un volumen de 0,1 mL de la dltima dilucién se
sembrd por extensién, tanto en placas de agar YPD como en placas de agar
YPM (Apéndice). Las placas se incubaron en una incubadora estitica a 30°C

durante 48 hr. Posteriormente se realizd el conteo de las colonias en las
placas de agar.

2.2.7, Métodos Microscdpicos.
2.2.7.1. Microscopfa de Luz de Contraste de Fase.

Sobre un portaobjetos se colocd una gota de los cultivos de C.
boidinii expuestos durante dos horas a diferentes concentraciones de
los compuestos antracendnicos y se realizé la observacion directa bajo

el microscopio de luz de contraste de fase (Fotomicroscopio Carl-
Zeiss). Se utilizaron objetivos de 63x y 100x.

2.2.7.2. Microscopia Electrénica de Transmision
(Ultraestructura).

Se prepararon series de cultivos de C. boidinii en medio
minimo con metanol como dnica fuente de carbono hasta alcanzar la
fase exponencial media en cada uno de los cultivos. A este tiempo se
adicion$ el volumen necesario de la solucién concentrada del
compuesto antracendnico (Peroxisomicina As, Isoperoxisomicina A 6
T-544) correspondiente, para tener una concentractén final en el medio
de cultivo de 2 pg/mL. Como control positivo y negativo se utilizaron
células en presencia de peroxisomicina A; (2 pg/mL) y sin
tratamiento, respectivamente. Los cultivos se incubaron a 30°C bajo
agitacién constante (250 rpm). Se tomaron dos alicuotas de 2 mL a
diferentes tiempos: 0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 hrs. Las muestras se procesaran
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para microscopfa electrénica de transmisién por la técnica de inclusién
en resina epdxica (Apéndice).

2.2,7.3. Inmunocitoquimica.

Para la demostracién inmunocitoquimica de la alcohol oxidasa
de C. boidinii se tomaron alicuotas de los cultivos en presencia de 2
ng/mL de los compuestos antracenénicos (peroxisomicina A,,
isoperoxisomicina Ay 6 T-544) a los mismos tiempos de exposici6n
utilizados para microscopia electrénica de transmisién. Las muestras se
trataron hasta su inclusién en lowicryl K4M (Apéndice). Para realizar
Ia técnica inmunocitoquimica se obtuvieron cortes finos de las
muestras incluidas en lowicryl K4M y se colocaron en rejillas de niquel
(200 mesh) con soporte. Las rejillas con los cortes se colocaron sobre
una gota de albimina sérica bovina (0,5% en agua ultrapura) por 5
min. Luego se incubaron en presencia del anticuerpo especifico anti-
alcohol oxidasa de conejo diluido 1:5000 en amortignador PBS-glicina
durante 12 a 16 hrs a 4°C en cAmara himeda. Después se lavaron las
rejillas con amortiguador PBS-glicina tres veces por 20 min.
Nuevamente se lavaron las rejillas ahora con agua ultrapura tres veces
por 20 min. Las rejillas se incubaron con un segundo anticuerpo (anti-
conejo obtenido de cabra) conjugado con particulas de oro coloidal
(dilucién 1:80) por 60 min a temperatura ambiente en cdmara himeda.
Posteriormente las rejillas se lavaron con amortiguador PBS-glicina
tres veces por 20 min. Luego se lavaron las rejillas con agua ultrapura
tres veces por 20 min. Los cortes finos se contrastaron con acetato de
uranilo (5% en agua ultrapura) por 2 min. Finalmente se realiz6 la
observacion bajo el microscopio electrénico de transmision Carl-Zeiss,
EM 109 a aumentos de 12 000x y 20 000x.

2.2.8. Anlisis Estadistico
Cada una de las determinaciénes analiticas (medicién de la turbidez del

medio, determinacién de la actividad de catalasa y determinacién de
protefnas totales) asi como el conteo de colonias en placas de agar se
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realizaron por triplicado y se sometieron a la prueba t de Student para

determinar la posible diferencia significativa con respecto al control negativo
y al control positivo.
La prueba t de Student se realiz6 con un valor de n = 3, utilizando un

grado de significancia de p < 0,005. El valor critico de la prueba t fue de
2,896.
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CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1. Curva de Crecimiento de Candida boidinii en Medio Minimo con
Glucosa (0,25%)

Se efectuaron curvas de crecimiento celular de C. boidinii en medios
con glucosa como tnica fuente de carbono para establecer la fase
exponencial media de crecimiento de este microorganismo. Se tomaron
alicuotas de los cultivos cada dos horas y se midi6 la turbidez del medio de
cultivo a una longitud de onda de 600nm. En la Tabla IV se incluyen los
promedios de tres valores de absorbancia que no mostraron diferencia
estadfstica significativa entre sf ademés se incluye su desviaci6n esténdar. La
Figura 8 muestra una gréfica de los valores de absorbancia en funcién del
tiempo de incubacién. Esta grafica corresponde a la curva de crecimiento de
C. boidinii en medio minimo con glucosa (0,25%).

A partir de la curva de crecimiento de C. boidinii en medio minimo
con glucosa (0,25%) se estableci6 la fase exponencial media de crecimiento a
las 7,0 hrs con 2,100 D.O./mL.



Tabla IV

Curva de Crecimiento de Candida boidinii en
medio minimo con glucosa (0,25%)

Tiempo (hr) Absorbancia (600nm)
0 0,105 £ 0,003
2 0,199 £ 0,012
4 0,406 £ 0,024
6 1,263£0,110
8 2,966 + 0,094

10 4,520+ 0,184
12 5,010+ 0,140
14 4,967 £ 0,231
16 4,893 £ 0,135
18 4,820 + 0,024
20 4,803 +0,125
22 4,750+ 0,115
24 4,803 1 0,067
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3.2. Curva de Crecimiento de Candida boidinii en Medio Minimo con

Metanol (0,5%)

Se realizaron curvas de crecimiento celular de C. boidinii en medios
con metanol como Unica fuente de carbono para establecer la fase exponcial
media de crecimiento de este microorganismo. Se tomaron alicuotas de los
cultivos cada dos horas y se midi6 la turbidez del medio de cultivo a una
longitud de onda de 600nm. La Tabla V incluye los promedios de tres valores
de absorbancia los cnales no mostraron diferencia estadistica significativa
entre si. En la Figura 9 se muestra la curva de crecimiento de C. boidinii en
medio minimo con metanol (0,5%), 1a cual se obtuvo graficando los valores
de absorbancia en funcién del tiempo.

A partir de la curva de crecimiento de C. boidinii en medio mfnimo
con metanol (0,5%) se estableci6 la fase exponencial media de crecimiento a
las 14,0 hrs con 2,000 D.O./mL.

3.3. Supervivencia de Candida boidinii en Presencia de los Compuestos
Antracenénicos

La determinacién de la supervivencia celular se realiz6é en medios de
cultivo minimos conteniendo dos fuentes de carbono: glucosa y metanol
respectivamente. En la fase exponencial media de crecimiento de C. boidinii,
las células fueron expuestas a diferentes concentraciones (0,5, 2, 10, 20 y 50
pg/mL) de los compuestos antracenénicos (peroxisomicina A; y Ay,
isoperoxisomicina A y T-544) durante dos horas. La supervivencia celular se
determiné por dos métodos: La medicidn de la turbidez del medio de cultivo
y el conteo de colonias en placas de agar.



Tabla V

Curva de Crecimiento de Candida boidinii en

medio mfnimo con metanol (0,5%)
Tiem Absorbancia nm)|
0 0,097 £ 0,007
2 0,193 £0,018
4 0,307 £ 0,013
6 0,429 £ 0,152
8 0,554 £ 0,032
10 0,943 £ 0,054
12 1,347 £ 0,050
14 2,000 £ 0,127
16 2,772 £ 0,082
18 3,532 £ 0,053
20 4,372 1£0,193
22 5,139 £ 0,039
24 5,281 £ 0,036




32

ve

(°65°0) |oUBIOW UOD owjuIW
OlpaW Ua [jUIpIOq BPIPUED 9P OJUBIWINAID 3P BAINY 6 eanbi4

(2y) odwe)
g2 ©0Z 8+ 91 ¥+ 2L o0y ® 9 v r 4

(wupog) say



33
Los resultados de la supervivencia celular fueron analizados

estadfsticamente por medio de la prueba t de Student con una p < 0,005. El
valor critico de la prueba t fue de 2,896.

Medicion de la turbidez del medio de cultivo.

De los cultivos de C. boidinii en medios con glucosa y con metanol
respectivamente, se tomaron alicuotas y se midié la turbidez del cultivo antes
y después de dos horas de haber agregado el compuesto antracenénico
correspondiente. Se realizaron varios experimentos para cada antracenona
dimérica y se tom6 el promedio de tres resultados que fueron reproducibles,
es decir que no mostraron diferencia estadfstica significativa entre sf. Se
consideré que el control negativo tuvo el 100 % de supervivencia celular.

Las Tablas VI y VII incluyen los valores de absorbancia y el
correspondiente porcentaje de supervivencia de C. boidinii en los cultivos
con glucosa y con metanol respectivamente. En las Figuras 10 y 11 se
representan los porcentajes de supervivencia de C. boidinii obtenidos por la
medicién de la turbidez de los cultivos con glucosa y con metanol
respectivamente.

Conteo de colonias en placas de agar.

Se tomaron alicuotas de los cultivos de C. boidinii (con glucosa y con
metanol) expuestos a los compuestos antracen6nicos y se sembraron en
placas de aéar con glucosa (YPD) y placas de agar con metanol (YPM).
Después de 48 hrs de incubacién se realiz6 el conteo de colonias y se
determiné el porcentaje de supervivencia con respecto al control negativo.

Para cada uno de los compuestos antracenénicos se realizaron varios
experimentos y se tomé el promedio de tres resultados que fueron
reproducibles, es decir cuentas que no mostraron diferencia estadistica
significativa entre sf,

En las Tablas VIII y IX se incluyen las cuentas de colonias y el
correspondiente porcentaje de supervivencia de C. boidinii en los cultivos
con glucosa y con metanol respectivamente. En las Figuras 12 y 13 se
muestran los porcentajes de superviviencia de C. boidinii cultivada en medio
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con glucosa (0,25%) y con metanol (0,5%), respectivamente. Estos

porcentajes de supervivencia fueron obtenidos por el conteo de colonias tanto
en placas de agar con glucosa (YPD) como en placas de agar con metanol

(YPM).

3.4. Valoracién de la Organizacién Celular de Candida boidinii

De cultivos de C. boidinii expuestos durante dos horas a diferentes
concentraciones de los compuestos antracenénicos se tomaron alicuotas con
el propésito de evaluar la organizacion total de la célula. Esta valoracién se
realizé bajo el microscopio de luz de contraste de fase utilizando objetivos de
63x y 100x.

Cultivos de Candida boidinii en medio minimo con glucosa (0,25%)

La morfologia de las c€lulas del control negativo de C. boidinii
(cultivo sin tratamiento) fue la siguiente: una vacuola central bien definida asi
como escasos peroxisomas bien formados y localizados al azar en el
citoplasma (Figura 14).

Tanto las células control positivo como las expuestas a las diferentes
concentraciones (0,5, 2, 10, 20 y 50 pg/mL) de los compuestos
antracendnicos en estudio (peroxisomicina A, isoperoxisomicina A y T-
544) se observaron muy semejantes a las células del control negativo, tal
como se muestra en la Figura 14.

Cultivos de Candida boidinii en medio mfnimo con metanol (0,5%)

La morfologia de las células control negativo de C. boidinii (cultivo sin
tratarniento) fue la siguiente: una vacuola central bien definida y un gran
mimero de peroxisomas en el citoplasma (Figura 15). Esto como resultado de
la induccién de la proliferacién peroxisomal cuando las células se cultivan en



Figura 14. Microscopfa de contraste de fase (100x). (A) Células de C. boidinii cultivadas
en medio minimo con glucosa (0,25%). (B-E) Células expuestas a 10 pg/mL de los
compuestos antracendnicos durante 2 hrs. En todos los casos se observé una vacuola
central bien definida asi como escasos peroxisomas localizados al azar en el citoplasma.
(A) Control negativo. (B) Control positivo. (C) Peroxisomicina A2. (D) Isoperoxisomicina
Al. (E) T-544. V = Vacuola; P = Peroxisoma.
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medio con metanol como tinica fuente de carbono.

Las células de C. boidinii control positivo mostraron cambios en su
morfologfa a la concentracién de 10 pg/mL: se aprecié un aumento del
volumen de la vacuola y los peroxisomas se observaron agrupados
" orientados hacia un solo punto, o dentro de la vacuola autofigica (Figura 15).
Estos cambios se acentuaron a medida que aument6 la concentracién del
compuesto antracenénico. En presencia de 20 pg/mL el grupo de
peroxisomas estuvo localizado dentro de la vacuola, la cual siguié
observdndose de forma irregular. En presencia de la mdxima concentracién,
50 pug/mL, las células mostraron alteracién importante, no distinguiéndose
peroxisomas en el citoplasma y observdndose vacuolas con material
autofégico, tal como se aprecia en la Figura 16.

En presencia de peroxisomicina A,, las células de C. boidinii no
mostraron cambios a ninguna de las concentraciones analizadas,
observandose éstas muy semejantes al control negativo (Figuras 15 y 16).

En el caso de las células de levadura expuestas a la isoperoxisomicina
A, se observé un cambio en su morfologfa cuando se utilizé una
concentracién de 10 pg/mL: las células se apreciaron con una vacuola grande
e irregular, los peroxisomas estuvieron agrupados y orientados hacia un solo
punto o dentro de la vacuola autofigica (Figura 15). En presencia de 20
ng/mL del compuesto antracen6nico, la alteracién aument6 observandose los
peroxisomas dentro de la vacuola autofdgica. Los cambios morfélogicos de
las célula fueron m4s intensos cuando se utilizé la concentracién de 50
Hg/mL: no distinguiéndose peroxisomas en el citoplasma y observandose
vacuolas conteniendo material autofigico, como se aprecia en la Figura 16,

Las células de C. boidinii en presencia de T-544 solo mostraron
cambios en su organizacion cuando fueron expuestas a la concentracién de
50 pg/mL, la cual fue la méxima concentracién utilizada. Las células se
apreciaron con una vacuola grande e irregular y con los peroxisomas
agrupados orientados hacia un punto o dentro de la vacuola autofigica

Figura 16).



Figura 15, Microscopia de contraste de fase (100x). (A) Células de C. boidinii cultivadas
en medio minimo con metanol (0,5%). (B-E) Células expuestas a 10 pg/mL de los
compuestos antracenénicos durante 2 hrs. Tanto en presencia del control positivo como de
la isoperoxisomicina Al se observaron cambios en la organizacién celular. (A) Control
negativo. (B) Control positivo. (C) Peroxisomicina A2. (D) Isoperoxisomicina Al. (E) T-
544, V = Vacuola; P = Peroxisoma.
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Figura 16. Microscopfa de contraste de fase. (A) Células de C. boidinii cultivadas en medio
minimo con metanol (0,5%). (B-E) Células expuestas a 50 jig/mL de los compuestos
antracen6nicos durante 2 hrs. (A) Control negativo (100x). (B) Control positivo: se
observé alteracién importante sobre la organizacién celular (63x). (C) Peroxisomicina A2
(63x). (D) Isoperoxisomicina Al: las c€lulas mostraron marcada desorganizacién de los
organelos (100x). (E) T-544: se apreci6 el grupo de peroxisomas dentro de la vacuola
(100x). V = Vacuola; P = Peroxisoma.
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3.5. Analisis Ultraestructural de Peroxisomas de Candida boidinii

La valoracién ultraestructural de los peroxisomas en la levadura C.
boidinii se realiz6 bajo condiciones de induccién de proliferacién
peroxisomal, es decir, en medio minimo con metanol como tinica fuente de
carbono. Los cultivos de C. boidinii se expusieron durante varios tiempos
(0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 hrs) a una sola concentracién (2 pg/mL) de los
compuestos antracendnicos. El andlisis ultraestructural incluyé la valoracién

de la integridad peroxisomal por microscopia electrénica de transmisién y la
localizaci6n de la alcohol oxidasa por inmunocitoquimica.

3.5.1. Evaluacién de la Integridad Peroxisomal de Candida boidinii

Las células control negativo (sin tratamiento) presentaron una vacuola
central y vacfa, ademds de nicleo y mitocondrias bien definidos; los
peroxisomas se observaron agrupados fuera de la vacuola con su membrana
continua como se aprecia en la Figura 17.

Las células expuestas a la peroxisomicina A (control positivo) durante
30 minutos mostraron fragmentacién de la membrana peroxisomal asi como
la coagulacién del citoplasma. No se observé alteracin sobre otros organelos
subcelulares bajo estas condiciones. Las células expuestas a los compuestos
antracenénicos en estudio mostraron fragmentacién de la membrana
peroxisomal asf como la coagulacién del citoplasma con excepcién de la T-
544 en presencia de la cual ademds se apreciaron mayor nimero de
membranas fragmentadas.

Las células control positivo después de una hora de incubacién
mostraron discontinuidad de la membrana peroxisomal, se apreciaron
peroxisomas rodeados de membranas pre-autofigicas, el citoplasma se
observé coagulado en algunas células, dentro de la vacuola se aprecié escasa
cantidad de material electrodenso y no se observaron alteraciones sobre otros
organelos subcelulares, como se aprecia en la Figura 17. A este tiempo de
exposicion las células cultivadas en presencia de los compuestos en estudio
mostraron discontinuidad de la membrara peroxisomal, peroxisomas



Figura 17. Microscopia Electrénica (12 000x). (A) Células de C. boidinii cultivadas en
medio minimo con metanol (0,5%). (B-E) Células expuestas a 2 j1g/mL de los compuestos
antracen6nicos durante 1 hr. Las células en presencia de los compuestos antracenénicos
mostraron fragmentacién de la membrana peroxisomal {—), asi como membranas
preautofigicas (). (A) Control negativo. (B) Control positivo. (C) Peroxisomicina A2.
(D) Isoperoxisomicina Al. (E) T-544. V = Vacuola; P = Peroxisoma; N = Nicleo;

M = Mitocondrias; ( ¢ ) Citoplasma coagulado.
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rodeados de membranas preautofagicas, citoplasma coagulado (excepto en

presencia de T-544), material electrodenso dentro de la vacuola autofigica y
no se observé alteracion sobre otros organelos subcelulares. En el caso de las
células en presencia de la isoperoxisomicina Al ademds se apreciaron
peroxisomas completos dentro de la vacuola autofigica. Por otro lado
aquellas células cultivadas en presencia de T-544 ademds de lo anterior
mostraron peroxisomas de tamafio variable y peroxisomas dentro de la
vacuola (Figura 17).

Las células de C. boidinii cultivadas en presencia de peroxisomicina
A (control positivo) después de 2 hrs de exposicién mostraron pérdida de la
membrana peroxisomal; ademas el grupo de peroxisomas se localizé
fntimamente relacionado con la vacuola y dentro de ésta se observé material
electrodenso en cantidad abundante, no observdndose alteraciones sobre
otros organelos subcelulares. Las células en presencia de los compuestos
antracenénicos en estudio mostraron fragmentacién de la membrana
peroxisomal, peroxisomas cerca de la vacuola autoféigica o dentro de ella (en
el caso de la isoperoxisomicina A; y la T-544), abundante material
electrodenso dentro de la vacuola pero no se observé alteracién sobre otros
organelos subcelulares. Cuando se utiliz6 la T-544 las células mostraron
ademas peroxisomas de tamaiio variable.

Las alteraciones ultraestructurales aumentaron gradualmente en
funci6n del tiempo de exposicién. Las células control positivo después de 4
hrs de exposicién presentaron pérdida total de la membrana peroxisomal y
material autofdgico dentro de la vacuola, no se observé alteracién sobre otros
organelos subcelulares. A este tiempo de exposicién las células expuestas a
los compuestos antracendénicos en estudio mostraron pérdida de la membrana
peroxisomal y material autofégico dentro de la vacuola pero no se observé
alteracién en otros organelos subcelulares. En el caso de las células expuestas
a la T-544 ademés presentaron peroxisomas de tamaiio variable (Figura 18).

Las células de C. boidinii cultivadas en presencia de peroxisomicina
A (control positivo) después de 8 hrs de exposicién mostraron citoplasma
mdés electrodenso y coagulado, la vacuola se observé con material
electrodenso y los peroxisomas se apreciaron cerca de éstas sin membrana
peroxisomal, no se observé alteracién sobre otros organelos subcelulares. Las
células en presencia de los compuestos antracendnicos en estudio mostraron:




Figura 18. Microscopfa Electrénica (12 000x). (A) Células de C. boidinii cultivadas en
medio mfnimo con metanol (0,5%). (B-E) Células expuestas a 2 pug/mL de los compuestos
antracenénicos durante 4 hrs. En las células cultivadas en presencia de los compuestos
antracendnicos se observé material electrodenso dentro de la vacuola autofdgica (m ).
(A) Control negativo. (B) Control positivo. (C) Peroxisomicina A2. (D) Isoperoxisomicina
Al. (E) T-544. V = Vacuola; P = Peroxisoma; N = Nicleo; M = Mitocondrias;
( » ) Citoplasma coagulado.
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citoplasma electrodenso y coagulado (con excepcidn de la T-544), material

electrodenso dentro de la vacuola autofigica, peroxisomas sin membrana
localizados estrechamente relacionados con la vacuola o dentro de ella, pero
no se observé alteracién sobre otros organelos subcelulares.

Al miximo tiempo de exposicin (24 hrs) Las alteraciones fueron muy
importantes. Las células control positivo presentaron peroxisomas irregulares
dentro de la vacuola autofdgica o muy cerca de ella, se observé el citoplasma
coagulado, se encontré material electrodenso en cantidad abundante dentro
de la vacuola autofdgica, no se aprecié dafio sobre otros organelos
subcelulares, Al mismo tiempo de incubacién las células expuestas a los
compuestos antracendnicos en estudio mostraron mds frecuentemente
peroxisomas dentro de la vacuola autofigica y en mayor nimero que el
control positivo, citoplasma coagulado (con excepcién de la T-544),
abundante material electrodenso dentro de la vacuola, pero no se aprecié
alteracién sobre otros organelos subcelulares. En el caso de las células
expuestas a la T-544 ademds mostraron peroxisomas de tamafio variable y
aparentemente un mayor grado de fragmentacién de la membrana. En la
Figura 19 se muestra una serie de micrografias electrénicas describiendo
estas observaciones.

3.5.2. Demostracién Inmunocitoquimica de la Alcohol Oxidasa de
Candida boidinii

De los cultivos de C. boidinii utilizados para la evaluacién de la
integridad peroxisomal se tomaron muestras a los mismos tiempos de
exposicién y se procesaron por la técnica de inclusién en lowicryl (Apéndice).
Se escogieron las muestras expuestas durante 1 y 24 hrs a los compuestos
antracen6nicos y se sometieron a la técnica de inmunocitoqufmica para la
demostracién de la alcohol oxidasa.

Las células de C. boidinii control negativo (sin tratamiento) se
observaron de la forma siguiente: la marca de las particulas de oro coloidal
unidas a la alcohol oxidasa se observaron bien localizadas dentro de los
peroxisomas como se observa en las Figuras 20 y 21.

En las células incubadas en presencia de las antracenonas diméricas
después de 1 y 24 hr de exposici6n, se detect6 la marca de la alcohol oxidasa



Figura 19. Microscopfa Electrénica (12 000x). (A) Células de C.boidinii cultivadas en
medio minimo con metanol (0,5%). (B-E) Células expuestas a 2 pig/mL de los compuestos
antracendnicos durante 24 hrs. Se observaron peroxisomas dentro de la vacuola autofigica
() en las células expuestas a los compuestos antracenénicos. (A) Control negativo.
(B) Control positivo. (C) Peroxisomicina A2. (D) Isoperoxisomicina Al. (E) T-544.
V = Vacuola; P = Peroxisoma; N = Nicleo; M = Mitocondrias; ( « ) Citoplasma

coagulado.
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fuera del peroxisoma, asf como dentro de la vacuola autofagica tal como se

observa en las Figuras 20 y 21.

3.6. Determinacion de la Actividad de Catalasa en Extractos Celulares
Crudos de Candida boidinii

Se prepararon extractos celulares crudos de C. boidinii a partir de los
mismos cultivos utilizados para los estudios ultraestructurales, con un periodo
de incubacién de 24 hrs. En ellos se determiné la actividad de catalasa
(U/mL), la concentracién de proteinas (mg/mL) y la actividad especifica de
catalasa (U/mg).

Para cada compuesto antracen6nico se realizaron varios experimentos
tomé4ndose el promedio de tres resultados que fueron reproducibles, es decir
que no mostraron diferencia estadistica significativa entre sf. En la Tabla X se
incluyen los resultados de la actividad de catalasa determinada en extractos
celulares crudos de C. boidinii expuestas a 2 pg/ml de cada uno de los

‘compuestos antracendnicos durante 24 hrs.

En la Figura 22 se representan por medio de una gréfica de barras los
valores de la actividad especifica de catalasa (U/mL) en los extractos celulares
crudos de C. boidinii.



Figura 20. Células de C. boidinii tratadas para inmunocitoquimica (20 000x). (A) En el
control negativo se observé la marca de alcohol oxidasa bien localizada dentro del
peroxisoma. (B-E) Células expuestas a 2 pg/mL de los compuestos antracen6nicos
durante 1 hr. Las células en presencia de los compuestos antracenénicos mostraron la
marca fuera del peroxisoma asi como dentro de la vacuola autofagica. (B) Control positivo.
(C) Peroxisomicina A2. (D) Isoperoxisomicina Al. (E) T-544. V = Vacuols;
P = Peroxisoma.



Figura 21, Células de C. boidinii tratadas para inmunocitoquimica (20 000x). (A) En el
contro]l negativo se observd la marca de alcohol oxidasa bien localizada dentro del
peroxisoma. (B-E) Células expuestas a 2 pg/ml de los compuestos antracen6nicos
durante 24 hrs. Las células en presencia de los compuestos antracenénicos mostraron la
marca fuera del peroxisoma asi como dentro de la vacuola autofégica. (B) Control positivo.
(C) Peroxisomicina A2. (D) Isoperoxisomicina Al. (E) T-544. V = Vacuols;

P = Peroxisoma.
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CAPITULO CUATRO

DISCUSION

Los peroxisomas son organelos presentes en casi todas las células
eucariotas. En ellos se llevan a cabo una gran variedad de reacciones
metabélicas tanto biosintéticas como oxidativas 33,

Las células de levadura constituyen un sistema modelo adecuado para
el estudio de la funcién peroxisomal, ya que en ellas se puede inducir la
proliferacién del organelo cuando son cultivadas en medios especificos 22. En
levaduras metilotréficas se induce la proliferacién masiva de este organelo
llegando a ocupar hasta el 80% del volumen citoplasmdtico, cuando estas
células se cultivan en presencia de metanol como wnica fuente de carbono y
de energfa 34, Durante la proliferacién peroxisomal se induce la sintesis de
varias enzimas involucradas en el metabolismo del metanol como son la
alcohol oxidasa, la dihidroxiacetona sintasa y la catalasa 23,

Varios compuestos antracendnicos han sido aislados y caracterizados de
diversas especies de plantas del género Karwinskia 311,30, Uno de estos
compuestos, la toxina T-514, ha sido renombrada como peroxisomicina Ag
debido a que produce un efecto selectivo e irreversible sobre peroxisomas de
levaduras metilotréficas, in vivo 26,

El propésito de la presente investigacién fue analizar el efecto in vivo
de compuestos antracenénicos estructuralmente semejantes a la
peroxisomicina A, tales como la peroxisomicina A9 (diasteroisémero de T-
514) la isoperoxisomicina A; (isémero de posicién de T-514) y la T-544
sobre los peroxisomas de Candida boidinii. Las células expuestas a la
peroxisomicina A fueron utilizadas como control positivo.

La viabilidad de C. boidinii fue evaluada a través de los porcentajes de
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supervivencia de este microorganismo en presencia de diferentes

concentraciones de los compuestos antracenénicos. Todos los resultados
obtenidos fueron analizados estadfsticamente para determinar la
reproducibilidad y la posible diferencia significativa con respecto al control
negativo y al control positivo. En general, todos los compuestos analizados
mostraron efecto sobre la viabilidad celular, tanto en las células cultivadas en
medio con glucosa como en las células cultivadas en medio con metanol. En
los cultivos control positivo y expuestos a la isoperoxisomicina A; se
encontraron los porcentajes de superviviencia mds bajos en ambas fuentes de
carbono (glucosa y metanol) desde la concentracién de 2 pg/mL, indicando
un mayor efecto sobre la viabilidad celular. La T-544 fue ligeramente més
activa sobre las células cultivadas en metanol, es decir causé porcentajes de
supervivencia celular mis bajos comparados con las células cultivadas en
glucosa.

En forma simultdnea, durante los estudios de viabilidad celular se
efectuaron observaciones bajo el microscopio de contraste de fase con el
propdsito de valorar la morfologfa de la célula completa. Las células de C.
boidinii cultivadas en medio con glucosa no mostraron cambios
morfolégicos aparentes bajo el microscopio de luz en presencia de cada una
de las concentraciones de los compuestos antracenénicos, incluyendo las
células control positivo. En contraste, las células control positivo y las
expuestas a la isoperoxisomicina A cultivadas en medio con metanol
mostraron cambios en la organizaci6n celular desde la concentracién de 10
pHg/mL observindose un aumento del volumen de la vacuola y el grupo de
peroxisomas dentro o muy cerca de ella. Estos resultados son semejantes a
los hallazgos reportados por Sepiilveda y cols. para la peroxisomicina A 26.
Por otro lado la T-544 solo fue capaz de causar dafio a las células de C.
boidinii a la maxima concentracion analizada (50 pg/mL).

Los resultados anteriores indican que los compuestos antracenénicos
afectan la viabilidad celular de C. boidinii en forma diferente. Ademds la
fuente de carbono del medio de cultivo parece influir en la susceptibilidad de
las células hacia los compuestos antracendnicos.

En el presente trabajo se reprodujo el efecto selectivo e irreversible de
la peroxisomicina Ay sobre los peroxisomas de C. boidinii en presencia de
una dosis de 2 pg/mL, in vivo. Este efecto fue descrito por primera vez por
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Sepiilveda y cols. en levaduras metilotréficas 26, Ultraestructuralmente el

efecto sobre los peroxisomas se observé como la fragmentacién de la
membrana peroxisomal, detectando por medio de la técnica de
inmunociquimica la marca de la alcohol oxidasa fuera del peroxisoma. Bajo
estas condiciones no se observé dafio sobre otros organelos celulares.

El andlisis ultraestructural de las células de C. boidinii cultivadas en
medio con-metanol en presencia de 2 pg/mL de peroxisomicina A,,
isoperoxisomicina A y T-544 demostr6 que estos tres compuestos, tal como
se observa en las células control positivo, producen la ruptura de la
membrana peroxisomal. Cada uno de los compuestos produce dafio sobre la
membrana peroxisomal con diferente grado de intensidad. Tanto las
diferencias espaciales entre las peroxisomicinas Ay y A, (diferencias
estéricas) como las diferencias estructurales entre las antracenonas diméricas
analizadas, no parecen ser determinantes para el efecto selectivo sobre
peroxisomas. Sin embargo, las diferencias estructurales entre las
peroxisomicinas (A, A5) y los compuestos: isoperoxisomicina A y T-544
si determinan el grado de intensidad del dafio sobre la membrana
peroxisomal. Un hallazgo similar relacionado a las diferencias estructurales
entre los compuestos antracenénicos ha sido reportado por Garza-Ocafias y
cols. en estudios realizados en cultivos primarios de hepatocitos de rata, in
vitro. Las peroxisomicinas A; y Ay demostraron ser hepatot6xicas y su
toxicidad fue mayor que la causada por la T-544 13,14,

Los resultados de los estudios ultraestructurales realizados en este
trabajo demuestran que el efecto sobre peroxisomas no es exclusivo de la
peroxisomicina Ay.

La actividad de catalasa (enzima marcadora peroxisomal) fue
determinada en extractos crudos de células de C. beidinii cultivadas en
medio con metanol durante 24 hrs, en presencia de 2 pg/mL de cada uno de
los compuestos antracenénicos analizados. En todas las muestras analizadas
no se demostré cambio en la actividad de catalasa con respecto al control
negativo, incluyendo los extractos celulares del control positivo.

En 19935, Moreno y cols. reportaron el efecto inhibitorio in vitro de
antracenonas diméricas estructuralmente semejantes, entre ellas las
peroxisomicinas Ay y Ag y la T-544, sobre la actividad de la catalasa
hepética bovina 28, Estudios realizados por el mismo grupo de investigacién
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demostraron que la peroxisomicina A no es capaz de inhibir la actividad de

la catalasa hepdtica en ratones intoxicados, in vivo 29, Esto coincide con los
hallazgos descritos por Sepilveda y cols., los cuales indican que la actividad
de catalasa no se modifica en levaduras metilotréficas con dafio peroxisomal
inducido por la peroxisomicina A, in vivo 26,

En base a los hallazgos antes mencionados y los resultados del analisis
de la actividad de catalasa del presente trabajo, se concluye que los
compuestos antracen6nicos causan inhibicién de la actividad de catalasa
unicamente en la enzima purificada, in vitro. El hecho de que las
peroxisomicinas A1, A, la isoperoxisomicina A 1 y la T-544 producen dafio
peroxisomal, pero no inhiben la actividad de catalasa in vivo, sugiere
fuertemente que la catalasa no se encuentra directamente involucrada en el
efecto selectivo e irreversible sobre peroxisomas producido por los
compuestos antracenénicos.

Hasta la fecha se desconoce el mecanismo de interaccién entre los
compuestos antracenénicos y la membrana peroxisomal de levaduras. Si el
efecto sobre peroxisomas se basara en una interaccién entre un componente
de la membrana y el compuesto antracenénico, es muy probable que un
elemento estructural comin de las toxinas se encuentre involucrado en la
interaccién peroxisomal.

Los hallazgos descritos en el presente trabajo servirdn de base para
estudios posteriores dirigidos a estudiar el mecanismo molecular involucrado
en la interaccién compuesto antracendnico-peroxisoma,
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CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES

Se comprueba la hipétesis de trabajo planteada: los compuestos
antracenénicos analizados producen dafio sobre los peroxisomas de
Candida boidinii.

De los tres compuestos antracenénicos analizados la isoperoxisomicina
A causa mayor porcentaje de muerte celuar,

La fuente de carbono influye en el efecto producido por las
antracenonas sobre la viabilidad de Candida boidinii.

El dafio peroxisomal se aprecia mds intenso en las c€lulas expuestas a la
T544.

Las antracenonas diméricas analizadas no afectan la actividad de
catalasa de Candida boidinii bajo condiciones in vivo,

En Candida boidinii no se demostré relacion entre la muerte celular y
el dafio peroxisomal producidos por los compuestos antracenénicos.
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APENDICE

1. Soluciones de los compuestos antracenénicos.

Para la disolucién de los compuestos antracen6nicos se utilizaron los
siguientes solventes: metanol para la peroxisomicina A y A9 (solubilidad 1y
9,52 mg/mL, respectivamente) 35, etanol para la isoperoxisomicina Ag
(solubilidad no reportada) y DMSO para la T-544 (solubilidad 100 mg/mL)
35, Una cantidad determinada del compuesto antracenénico (5 mg) se
disolvié en 50 UL del solvente correspondiente, luego se transfirié a 5 mL de
medio minimo y se agit6 en un vortex para su disolucién. De esta forma se
obtuvieron las soluciones concentradas (1 mg/mL) de cada compuesto
antracenénico, las cuales fueron preparadas inmediatamente antes de su uso.

2. Medios de cultivo.

2.1. Medio Minimo Esencial.
Pesar:
(NH4)2$04 25g
MgSO4 TH,O 02¢g
NaH2P04 H20 3,0 g
K2HP04 0,7g

Disolver en un litro de agua destilada.
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Ajustar a un pH de 6,0 con HySO4 6 NaOH.

Agregar:

Trazas Minerales 10,0 mL

Extracto de levadura 05¢g
Esterilizar a 121°C por 30 min. Dejar enfriar.
Adicionar;

Vitaminas 1,0 mL

Medio minimo con glucosa (0,25%)
Adicionar 2,5 g de glucosa (dextrosa) al medio minimo después

de afiadir el extracto de levadura y antes de esterilizarlo.
Medio minimo con metanol (0,5%)

Después de esterilizar y enfriar el medio minimo a una
temperatura menor de 45°C. Agregar 5 mL de metanol (100%).

2.2. Solucién de Trazas Minerales

Pesar:
H3B04 50 mg
CuSOy 4 mg
KI 10 mg
FeCly 6H,0 20 mg
MI'ISO4 4H20 40 mg
ZnSO4 THHO 40 mg
NH4Mo, . 20 mg

Disolver en un litro de agua desionizada.
Esta solucién concentrada de trazas minerales se puede almacenar a 4°C

durante varios meses.
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2.3. Solucién de Vitaminas
Pesar:
Biotina 2 mg
Pantotenato de Calcio 400 mg
Acido félico 2 mg
.Inositol 2000 mg
Niacina 400 mg
Acido p-aminobenz6ico 200 mg
Piridoxina HCI 400 mg
Riboflavina 200 mg
Tiamina 400 mg

Disolver en un litro de agua desionizada.
Esterilizar con filtro de poro de 0,45 pm de didmetro. La solucién de
vitaminas se almacena a -20°C,

2.4. Medio liquido enriquecido con glucosa al 2% (YPD)

Pesar:
Extracto de levadura 10g
‘Peptona 20¢g
Glucosa 20g

Disolver en 100 mL de agua destilada.

Esterilizar a 121°C por 30 min.

2.5. Placas de Agar

Placas de Agar YPD

Pesar:
Extracto de levadura 100¢g
Peptona 2008
Glucosa 25¢g
Agar 200¢g

Disolver en un litro de agua destilada.
Esterilizar a 121°C por 30 min.
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Dejar enfriar hasta 40-45°C
Vaciar a cajas de petri estériles.

Placas de Agar YPM
Pesar:
Extracto de levadura 10,0 g
Peptona 200g
Agar 200¢g
Disolver en un litro de agua destilada,
Esterilizar a 121°C por 30 min.
Dejar enfriar entre 40 y 45°C.
Agregar
Metanol (100%) 5,0 mL.
Vaciar a cajas de petri estériles.

3. Procedimiento para determinacion de actividad de catalasa.

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto dptico colocar:
Amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, 950 uL
Muestra 40 uL

Mezclar y tomar el valor de la absorbancia a 240nm.

Este valor corresponde al blanco de reactivos.

Agregar
Per6xido de hidrégeno
(6% en amortiguador de fosfatos) 10 pL

Mezclar e iniciar la cinética enzimética por seis minutos.

Se utiliz6 el paquete enzimético del espectrofotémetro Beckman DU
7500 obteniéndose el promedio del cambio de absorbancia del per6xido de
hidrégeno por minuto (AA/min). El volumen final de la reaccién fue de 1
mL. La actividad de catalasa (U/mL) se obtuvo multiplicando el cambio de
absorbancia/min por 692,5.
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El origen de este factor se describe a continuacién: la actividad

enzimdtica se expresa en unidades internacionales (U) definiéndose una
Unidad como la transformacién de 1 pmol de substrato o la formacién de 1
umol de producto por minuto durante la reaccién enzimitica.
Matemdticamente se expresa con la siguiente ecuacidn:

U = AC/t ecn (1)

En general la actividad enzimética se expresa por unidad de volumen,
esto es, en U/mL. Al despejar AC se tendr4:

AC = (U/mL) (t) ecn(l.a)

Las determinaciones espectrofotométricas se basan en la ley de
Lambert-Beer. Esta ley establece que ¢l cambio de absorbancia es
directamente proporcional tanto a la absortividad molar y al cambio de

concentracion del compuesto en problema, como al trayecto 6ptico del haz.
Mateméticamente se expresa por medio de la siguiente ecuacion:

AA = (e) AC) () ecn (2)

Al sustituir la ec'n (1.a) en la ec™n (2) resultaré:

AA = (g) (UmL) (t) (b) ec’n (3)
Al despejar U/mL se obtendra:
UmL = AA/ebt ec’n (3.a)
donde:

U = Unidades de actividad (pmol/min)

AA = Cambio de absorbancia del compuesto

€ = Absortividad molar del HyO5 (0,036 cm?/jmol)

b = Espesor de la cubeta (cm)

t = tiempo (min)

AC = Cambio de concentraci6n del compuesto (mol)
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Entonces:

U/mL = AA/(0,036 cm?/umol) (1 cm) (1 min)

U/mL = AA/0,036 cm3 min/imol

U/mL = AA (27,7 umol/min mL)

U/mL = AA (27,7 U/mL) ec’n (3.b)

Para el cdlculo de la actividad de catalasa (U/mL) se toman adem4s en
cuenta otros parimentros tales como: el volumen total del ensayo en la
cubeta y la dilucién de la muestra en la cubeta. En este caso en particular se
adicionaron 40 pL de la muestra y se tuvo un volumen de reaccién de 1
mL, por lo tanto la dilucién en la cubeta es 1:25.

Integrando estos nuevos parametros la ec’n (3.b) quedarfa de la
siguiente forma:

U/mL = (AA) (27,7 U/mL) (vol. en cubeta) (dilucién en cubeta)
U/mL = (AA) 27,7 U/mL) (25) (1)
U/mL = (AA) (692,5 U/mL)

Al multiplicar el cambio de absorbancia del peréxido de hidrégeno/min
por el factor 692,5 se obtiene la actividad de catalasa en la cubeta expresada
" en U/mL. La actividad de catalasa en una muestra biolégica se calcula
considerando la dilucién previa de ésta. Cuando se desea conocer la
proporcién de una enzima con respecto a la concentracién de protefnas de la
muestra se determina la actividad especifica de la enzima (U/mg). En este
caso la actividad especifica se calculé dividiendo la actividad de catalasa
(U/mL}) entre la concentracién de protefnas (mg/mL).

3.1. Preparacioén del amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH
74

Solucién A = 100 mL de KH,PO4 1 M
Solucién B = 100 mL de KoHPO4 1 M
Solucién madre = Ajustar el pH de la solucién B a 7,4

utilizando la solucién A. Almacenar a 4°C.
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Soluci6n de Trabajo =  Diluir la solucién madre 1:20 en agua
destilada. La concentracién final de esta

solucién es 50 mM.

4. Amortiguador para la preparacién del extracto celular crudo de
Candida boidinii.

Para la preparacion del extracto celular crudo se utilizé como
amortiguador una solucién de fosfato de potasio (10 mM) pH 7.4
conteniendo DTE (0,5 mM) y PMSF (1 mM). Estos dos tltimos compuestos
se agregaron inmediatamente antes de su uso. El PMSF se adicioné a partir
de una solucién madre al 2% en etanol.

5. Curva de calibracién de proteinas

Para cada determinacién se realiz6 una curva de calibracién con
estdndares de albumina sérica bovina conteniendo 2,5 a 20 g de proteina.
Cada uno de los estandares se preparé por triplicado a partir de una solucién
patr6én de albiimina sérica bovina (1 mg/mL) como se describe en la Tabla
X1. El volumen final de cada tubo fue de 200 puL. A cada uno de estos se les
agregé 1 mL del reactivo de Bradford (diluido 1:5 en agua destilada). Se
agitaron en el vortex y se dejaron reposar por 30 min a temperatura

ambiente. Se determiné el valor de absorbancia a 595 nm de cada estdndar y
se trazé la curva de calibracién graficando el valor de absorbancia en funcién

de la cantidad de protefna en un volumen total de 200 pL.
El reactivo de Bradford diluido en agua destilada es estable durante

varias semanas almacenado a 4°C.
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6. Técnica de inclusion en resina epéxica.

Las muestras se lavaron 2 veces con agua destilada, centrifugando 3
min en la microcentrifuga. Se fijaron en permanganato de potasio (1.5% en
agua desinonizada) durante 20 a 40 min. Se lavaron 2 6 mas veces hasta que
el color fue transparente. Posteriormente se contrastaron con acetato de
uranilo (1% en agua ultrapura) por lo menos una hora y se deshidrataron de
la siguiente forma:

15 min en etanol al 50%;
15 min en etanol al 70%, se rompid el bot6n con un aplicador;
15 min en etanol al 96%;
15 min en etanol al 100%;
60 min en etanol al 100%.
Se aclararon con éxido de propileno, dos veces durante 15 min.
Se incluyeron en resina epéxica:
60 min en Ep6n-6xido de propileno (1:1);
3 veces de 60 min en Epén-6xido de propileno (3:1);

2 veces de 30 min en Epén puro;

60 min en EpSn puro.

La polimerizaci6n se realizd en tubos ependorff a 60°C durante toda la
noche. De los bloques resultantes se hicieron cortes finos utilizando el
ultramicorotomo Ultratome LKB V. Estos cortes fueron contrastados de la
manera siguiente: en una placa de petri se colocd un papel parafilm con gotas
de acetato de uranilo al 0,5% en solucién alcéholica al 50% durante 5 min.
Se lavaron un minuto con agua ultrapura y se secaron. Finalmente se realizé
la observacién bajo el Microscopio Electrénico de Transmisién Carl-Zeiss,
EM 109 a un aumento de 12 000x.

Resina epéxica.
Para la preparacién de la resina ep6xica se utilizaron reactivos de la

compaiiia Pelco. Debido a que estos reactivos son téxicos y muy densos se
pesaron las sigueintes cantidades:
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Resina 290¢g
DDSA 215g
NMA 85¢g
DMP30 10g

Una vez pesados todos los componentes en un mismo recipiente se
mezclaron hasta tener una solucién homogénea. Esta solucién puede
conservarse en a temperaturas por debajo de 0°C durante varios meses.

7. Técnica de lowicryl K4M.

Las muestras se lavaron dos veces con agua destilada, centrifugando
por 3 minutos en una microcentrifuga. Se fijaron en glutaraldehido (3% en
amortiguador de cacodilatos) durante una hora a 4°C. Se lavaron 2 veces
con agua destilada. Las muestras se mantuvieron en amortiguador de
cacodilatos hasta continuar el procedimiento. Posteriormente se lavaron 2
veces con agua ultrapura. Se mantuvieron 10 min en peryodato de sodio
(0,1% en agua ultrapura). Se lavaron 2 veces con agua ultrapura. Se agreg6
cloruro de amonio (1% en agua ultrapura) por 10 min. Después se realizé la
deshidratacion de la siguiente forma:

15 min en etanol al 50%;

10 min en dimetilformamida al 50 % en etanol al 50%:;
10 min en dimetilformamida al 75% en etanol 50%;

10 min en dimetilformamida al 100%;

Las muestras se incluyeron en lowicryl K4M:

10 min en solucién dimetilformamida : lowicryl K4M (2:1);
15 min en solucién dimetilformamida ; lowicryl K4M (1:1);
20 min en lowicryl K4M puro;
25 min en lowicryl K4M puro.

La polimerizaci6n se efectué en cdpsulas de pléstico secas, bajo luz

ultravioleta y sobre hiclo durante 2 hrs.
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7.1. Preparacién del amortiguador de cacodilatos.

Preparar:
Solucién A
428 g Cacodilato de sodio
100,00 mL Agua ultrapura
Solucién B
0,50 mL Acido clorhidrico
25,00 mL Agua ultrapura
Soluci6n de trabajo
100,00 mL Solucion A
5,40 mL Solucién B

Aforar a 2 000 mL con agua ultrapura.

7.2. Lowicryl
Solucién A 1,83 mL
Solucién B 12,14 mL
Catalizador 75,00 mg

Una vez preparada la solucién puede conservarse a -8°C durante varios
meses.

7.3. Soporte para las rejillas

El soporte que se les agregd a las rejillas de niquel se prepard como
sigue: en una placa de petri con agua ultrapura a temperatura de 40°C se
dej6 caer una gota de colodi6n. Sobre la pelfcula que se formé se colocaron
las rejillas con el lado opaco hacia abajo. Con la ayuda de papel parafilm se
levantaron las rejillas y se dejaron secar durante 24 hrs.
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7.4. Preparacién del amortiguador PBS-glicina.

Preparar:
Solucién A
Glicina 04125 gr
Cloruro de sodio 0,3217 gr
Agua ultrapura 55 mL
Solucién B
Hidréxido de sodio 0,18 gr
Agua ultrapura 45 mL
Solucién de trabajo
Solucién A 55 mL
Solucién B 45 mL

Aforar a 100 mL con agua ultrapura.
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