CAPITULO 1

INTRODUCCION

El género Karwinskia es un taxén perteneciente o la familia
Rhamnaceae, constituide baslcamente de arbustos y pequenos arboles,
gue incluye 15 especies cuyo habitat natural se extiende desde el sur de
los Estados Unldos de América a México. Centroamerica, norte de
Colombia, Cuba, Haiti y RepUblica Dominicana. México cuenta con 12
especies distintas., segdn Fermdndez Naval, v de éstas Karwinskia
humboldfiana destaca por su extensidn territorial.

El efecto pardlitico producide por la ingésﬂén accidental del fruto
de la planta, es uno de los primeros datos toxicoldgicos referidos en la
literatura y se remonta hacla fines de! siglo XV, en la obra de Clavijero
“Historia de 1a Antigua o Baja California®?.

De esa fecha a nuestros dias, se han reglizado multiples estudios
sobre Ias manifestaciones clinicas que se presentan a consecuencia de
la ingestion dal fruto de K. humboldtiana ¥ igualmente estudios
enfocados a identificar a 1os érganos blanco del efecto toxico deo Ias
substancias de la planta®’™??,
caracterizacidon de las substancias responsables de dicho efecto, asi
como a la caracterizacién morfoldgica y funcional de la planta
mantenida tanto en condiciones de Invernadero como en cultlvo in
vitro'®, En relacidn al dislamiento de las substancias toxicas, Dreyer y
cols." aislaron cuatro antracenonas diméricas y las denominaron en

al aqislamiento, purificacién y



base a su peso molecular como: T 496, T 514, T §16 v T 544,
Posteriormente, Waksman y cols,'#1? han aislado de las especles de K.
parvifolla, K. tehuacana y K humbellata otros compuestos
anfracencnlcos como son: un diasteroisdmero de ka T 514 (Diast T 514),
una TS0 yunisémero de la T $14 (iso T $14).

Bermuldez y cols.'*'* redllzaron estudios de toxicidad aguda en
ratones, tanto con fruto molido de K. humboldfiana como con las toxinas
puras T 496, T 514 y T 544. Ellos demostraron que tanto el fruto, como las
toxings purificadas son marcadamente citotdxicos, y que causan dano
hepatopulmonar grave. En estos estudios se estableciG que la T 614
produce un efecto téxico mds marcado sobre el higado, pulmdn y rifidn
que la T 544, mientras esta es responsable del dano neuroldgico
periférico. Aquellos animales que recibieron [a T 514 purificada,
desarrollaron necrosis centrolobulillar y esteatosis hepdtica, asi como
lesiones en el rindn y pulmén, sin presentar efectos neurologicas
periféricos. Por otra parte con Ia T 4946 solo observaron un marcado
efecto catartico.

La determinacidn de |a DLy, para la T 514 en diferentes espeacies
animales, mostré una curva dosis-respuesta con pendiente muy
emplnada‘é, 1o que indica una varlaciéon blolagica estrecha'’. Los
efectos Citotdxicos aunados a lo abrupto de la pendiente de letalidad,
permitieron plantear la hipdtesis de que de haber toxicidad selectiva
enire célulcs de origen benigno y maligno, la T 514 podria tener un
potencial efecto antineopldsico. Fug asi como Pineyro y cols.'t en
estudios redlizados in vitro en diferentes lineas celulares humanas,
demostraron que la T 514 posee dicho efecto en células neopldsicas de
pulmon, de colon y de higado. Estos hallazgos han sido confirmados por
Investigadores de las Universidades de Berlin y Freiburg (Alemanic) y
recientemente en el Instituto Nacional de Cdancer (E.U.). Por lo
antericrmente expuesto, puede considerdrse a Ia T 514 como un
potencial farmaco antineopldsico, del cual entre otras cosas, es



necesario obtener mdas informacidn acerca de su mecanismo de
accion.

En este particular, a partir de las observaciones de la infiltracion
grasa del higado, se han redlizado estudios histopatoldgicos que
establecen que la T 14 causa una disminucidn marcada del numerg de
peroxisomas en el higado de ratas (Sepliveda, S. J. y cols. 1998
Toxicology Letters: en prensa) y monos Intoxicados experimentdimente
(Pineyro, A. y Sepllveda, J. com. pers.). En dichos estudios se demostrd
que el nimero de peroxisomas disminuye a los pocos minutos de la
adminstracion de la T §14. Esto ha sugerido que el mecanismo de accion
de la T 6§14 podria estar relacionado con la accidon peroxisomal, ya que
se sabe que algunos tumores malignos tienen un numero escaso de este
organelo indispensable para la vida celular'.

Sepllveda vy cols.?® en estudios efectuados en levaduras
metilotréficas, han demostrado que la T 514 afecta de manera selectiva
e irreversible la integridad de la membrana de los peroxisomas de estas
células. En cultivos de Candida boidinii asi como de Hansenulfa
polymorpha en presencia de dosis no letales de T 514, se observd una
interrupcion de la continuidad de g membrana peroxisomal,
Observaron también par andlisis InmunoCitoquu‘mico con anticuerpos
especificos contra ia enzima alcohol oxidasa (AQ), conjugados con oro
coloidal, a esta enzima peroxisomal dentro de Ia vacuola digestiva, 10
que indica un proceso de autofagia de los peroxisomas danados. En
este mismo estudio se reportd, en contraste con lo encontrado in vitro?',
que la actividad de dos de las enzimas peroxiscmalas, la catalasa vy la
AQ no es afectadaporla T 614,

Este efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal sugiere que
el peroxisoma sea el organelo blanco de la T 514, y debido ¢ este
hallazgo se renombrd como peraoxisomicina A,



4

Estudlos In vitro llevados a cabo por Moreno y cols?' han
ostablecido que [a peroxisomicind Al (y ofros compuestos
anfracenonicos alslados y purificados de especies del género
Karwinskia) produce Inhibicién de tlpo no competitivo sobre la catalasa
hepdtica de tres especies diferentes de animalgs, Posteriormente,
Moreno y cols.®realizaron estudios in vivo en ratones intoxicados con
peroxisomiclina Al ¥y demostraron, tanto por métodeos biogquimicos como
histoquimicos, que la peroxisomicina Al no produce inhlbicidon de la
catalasa hepdtica. Un resultado similar se observd in situ al incubar
fragmentos de tejido hepdatico de raidon en presencla de la toxing., Estos
resultados demuestran que la peroxisomicina A1 no inhibe |a actividad
de la catalasa en tejido hepdtico gel ratdn clbino. |

Hasta el momento, la informacidén disponible acerca del
mecanismo de accidn de la peroxisomicing A1 indica que el peroxisoma
as el organelo blanco fanfo en levaduras coma en higado de ratas y
Monos.

1.1 Peroxisomas

1.1.1 Introduccidn

Los peroxisomas son organelos que fueron descritos por primera
vez a princlplos de los anos 80 en células del! tibulo contarneado de
rifidn de ratdn por medio de microscopia electrdnica, e inicialmente se
les llamd microcuserpos, ya que no se les habia asociado a ningund
actividad bloquimica®?*, Posteriormente, De Duve y cols.?® los llamaron
peroxisomas al demostrar que en estos organelos se produce perdxido
de hidrogena. Esto ocurre al actuar un grupo de oxidasas (que utilizan el
oxigeno molaecular) sobre diversos substratos (via respiratoria
peroxisomdl).



Los peroxisomas estan distribuldos ampliamente en células
eucariotds, Ias cuales se caracterizan por la comparamentalizacion de
rutas y procesos bioquimicas®.

1.1.2 Funcidn

Las diversas funciones de estos organelos incluyen procesos de
fotorespiracion en las plantas®, en el metabolismo del colesterol en
mamiferos®*?#, biosintesis de peniciina en hongos filamentosos™,
metabolismo de compuestos con un atomo de carbono (C1) en
levaduras®®. El contenido enzimdatico de los peroxisomas puede variar
segun la especie y dentto de una misma especie. de tejido a tgjido, en
donde llevan a cabo tanto procesos oxidalivos como blosintéticos. Los
funciones mdas importantes de los peroxisomas en calulas eucariotas
superiores san, entre otras: el matabolismo del perdxido de hidrogeno, la
p-oxidacion tanto de écidos grasos de cadena larga (AGCL) como de
Acidos grasos de cadena muy larga (AGCML), la biosintesis de acidos
biliares y plasmaldgencs, el catabolismo de purinas y algunas reacciones
del metabolismo del colesterol?,

1.1.3 Morfologia

Los peroxisomas son de forma esferica o ligeramente eliptica con
digmetro que varia desde 0.1 a 1 um. Estan rodeados por una sola
membrana. cuyo grosor es mas pequeno (7 nm) comparado con el de
las membranas de otros organelos®, La membrana rodea a una matriz
electrodensa finamente granular, Estudios inmunocitoquimicos han
revelado que las enzimas de la matriz no se distribuyen uniformetmente,
lo que sugiere que la matiz posee algdn grado de organizacion
gstructural que ademds depende de la especie®. Por ejemplo, en os
peroxisomas de higado de rata los cristaloides consisten de urato
oxidasa®® y 1os de algunas levaduras metilotroficas consisten de AO™,
En otras especies, camo en el hombre, 10s peroxisomas no presentan



cristales ya que carecen de esas enzimas, Los peroxisomas de céluias deal
fibulo contorneado proximal del rindn de especles como el conejo,
contlenen una estructura electrodensa. aplanada, locdlizada en la
periferia del organelo adyacente a la membrana, y recibe el nombre de
placa marginal; se desconoce su composicion bioquimica®.

1.1.4 Aislamiento y Propledades Fisicas

El método mas utllizado para la obtencién de la fraccién
peroxisomal combina dos tipos de técnicas: la centrifugacion diferencial
clasica, técnica rapida y sencilla para la separacion de diferentes
fraccicnes a partir de un homogeneizado y la sedimentacidn en
equilitrio zonal, que permite la separacidn mas eficiente de particulas
de acuerdo a su coeficlente de sedimentacion, densidad y forma¥,
Para estq dltima técnica se utilizan gradientes de un determinado soluto,
los mas utilizados son: la sacarosa, metrizamida, Nicodenz y el Percoll”.
Las propiedades fisicas de l1os peroxisomas que han sido establecidas
bgjo diferentes condiciones son: 1) peso seco promedio de 24 fg (24 X
107'%g). 2) densidad (en seco) promedio de 1.32 g/cm® v 3) coeficiente
de sedimentacion {en sacarosa 0.25 M) de 4,400 S,

1.1.5 Biogénesis

Actuaimente existe un consenso general de que estos organelos
se orlginan por fisiébn de peroxisamas preexistenies en la célula (fig. 1).
Debido a que estos organelos no contienen su propio ADN, todas las
proteinas peroxisomales tanto de matriz como de membrana, son
sintetizadas en ribosomas libres del citoplasma y enseguida son

incorperadas post-traduccionaimente haclia los peroxisomas ya
existentes®.
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Figura 1. Modelo de Biogénesis Peroxisomal (Lazarow and Fujiki, 1985).

1.1.6 Recambio y Degradacion Peroxisomal

La autofagia -como una forma de degradacién y recambio de
componentes infracelulares- es un fendmeno general en las células
eucariotas, bajo condiciones fisioldgicas normales, pero es
especialmente evidente en células bajo condiciones de estres®”. Hasta el
momento, se cree que los peroxisomas son destruidos de manera
aleatoria por autofagia, ya que han sido observados dentro de
autofagosomas, en mamiferos, y en vacuolas autofagicas, en
levaduras®*®. Los peroxisomas de los hepatocitos tienen una vida media
de aproximadamente 4 dias!, y el tiempo de degradacion es
aproximadamente de 4 min., lo que es considerablemente mas corto,
comparado con el tiempo de degradacidn de las mitocondrias (16
min.).

El proceso de degradacion peroxisomal en levaduras ha sido
ampliamente estudiado en Hansenula polymorpha. Durante la fase de
crecimiento exponencial de este organismo el proceso de autofagia no
es comun. Sin embargo, al cambiar las células bajo condiciones de
Inducclidén de peroxisomas a condiciones no inducidas, los peroxisomas
son rdpidamente degradados por un proceso de degradacion



autofagica dependiente de energia*®. Durante este proceso, los
peroxisomas son secuestrados del citosol por membranas pre-
autofdgicas que rodean estrechamente al organelo. Posterlormente,
ocurre una fusion entra el peroxisoma secuestrado y la vacuola
digestiva; ésta Ultima proporciona las enzimas hidroliticas para Ia
degradacion. Bajo estas condiciones, el tiempo de recamblo de un solo
peroxisoma, €5 de 30 a 45 min.

1.1.7 Enfermedades Peroxisomales

En al humano, existen enfermedades gengticas que involucran a
(03 peroxisomas. Este grupo de enfermedades hereditarias se denominan
enfermedades peroxisomales, y dependiendo de los trastornos clinicos v
bloquimicos que producen se pueden dividir en desdrdenes que se
caracterizan por i) defectos en la biogenesls peroxisomal y i) aquellos en
los que los peroxlsomas se encuentran presentes e intfactos pero son
deficientes en una o mas funciones peroxisomales'#, El primer grupo
gstd compuesto de varios sindromes cuya caracteristica fundamental es
la ausencia total de peroxisomas (Sindrome de Zellweger o sindrome
cerebro-nepato-ranal y Ia enfermedad infantil de Refsum, entre otros); o
I disminucidn marcada en el famang y ndmero de los peroxisornas en
células del higado y rindn (Adrenoleucodistrofia neonatal). En el
segundo grupo se encuentran enfermedades relacionadas con
defectos enzimdaticos especificos (Adrenoleucodistrofia ligada a X
Acatalasemiq, entre otras). De todas, la mejor estudiada y caracterizada
es el sindrome de Zellweger. Los pacientes afectados, generalmente
mueren durante las primeras semanas o meses después del nacimiento.
Los peroxisomas no son detectables por microscopia electrdnica. Las
anormalidades bioquimicas que acompanan a Ia ausencia de
peroxisomas incluyen entre otras: acumulacidn de AGCML, disminucian
de los niveles de plasmaldgenos y aumento en los niveles de acido
pipecdlico.
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A raiz del descubrimiento de las enfermedades peroxisomates, se
ha Intensificade la busqueda de un organismo modelo que aporte
informacion valiosa sobre la funcidn y biogenesis peroxisomal. Las celulas
de levadura constituyen tal modelo para dichos estudios debido a que
combinan unga serie de ventgjas, entre las que se incluyen: facllidad
para obtener grandes cantidades de biomasa en substratos
economicos {(metanol), copacidad de Inducir la proliferaclon
peroxlsomal y compasicion protelca bajo condicicnes de cultive en
substratos especificos* v la accesibilidad para desarrollar estudios de
genédtica clasica y molecular®,

1.2 Hansenula polymorpha

1.2.1 Induccioén Peroxisomal

Hansenula polymorpha, unda levadura ascosporogénica
metitatréfica (utiliza et metanol como fuente de carbono y energia), os
uno de los organismos mas utlizados en la actualidad para el estudio de
la funcion y biogénesis peroxisomal.

En base al amplio conocimiento sobre (as condiciones de cultivo
de H. polymorpha. se han logrado establecer en forma precisa Ias
mejores condiciones para la cbtencion del maximo nivel de induccion
peroxisomal, asi comao la induccion de enzimas especificas%4-#€ |La tabla
1 muestra el andlisis morfomeétrico de peroxisomas en H. polymornpha,
bajo diferentes condiciones de cultivo,
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TABLA 1

ANALISIS MORFOMETRICO (NUMERO Y FRACCION DE VOLUMEN) DE PEROXISOMAS EN
Hansenula polymorpha EN RELACION A LAS CONDICIONES DE CULTIVO.

Cuittvos iquidos
fuente de C Fuenta da N Nimero de di 535:—:22 de
peroxisornos_ promedio POTONiSOMAl
giucosa sulfato de amonto Q.05 0.10
atanol sulfato de amonio 0.20 T3
gliceragl sulfato de amonio 0.70 8.10
metanol sulfgto de amonio 0.90 19.90
glucosa metlaming 0.40 230
Cullivo Quimlostatico
. Fraccion de
Ffuente de C Fuente de N G Numero de i voluman
peroxisomas promedio peraxisomal
metanol sulfato de amonio Q.14 2.56 34.10
metanol sultcto de amonio 0.10 2.78 3700
| metanol sulfaio de amonip  0.03 2.61 48.40

El andiiss morfornemco se levo a cabo en cortes Uliralinas de calulas fladas con KMnG,, B numero
clﬂgggeroxismo.s s oxpresa como ol ndmero de peraxisomas promedio por corte. Veenhuis v Cols.,

Para llevar g cabo estos estudios, las células se pre-cultivaron en
medio con glucosa y posteriormente se incubaron en medics con
diferentes fuentes de carbono y/o energia. Para los cultivos bajo
condiciones quimiostdticas (metanol comeo substrato limitante), las
céiulas previamente pre-cultivadas, se incubaron en 2 litros de medio
con glucosa y se cultivaron hasta la fase estacionaria. Despuss se
adiciond medio con metanol a diferentes velocidades de dilucién (D):
320 mL/hr., 200 mL/hr. y 60 mL/hr.. La fraccion de volumen o densidad de
volumen peroxisomal (porcentaje del area peroxisomal en los cortes en
relacion al areq total del citoplasma), se estimd por la técnica de
canteo de puntos ¢ intersecciones de Welbel y Bolender®. Se demosird
que bajo condiclones quimiostaticas, los peraxisomas pueden ocupar
hasta el 80 % del volumen citoplasmdtico®.

QOtros substratos que inducen proliferacldn peroxisamal en este
organismo son el etanal, aminas primarias, D-aminodcidos y purinas“*’.
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Los peroxisomas Juegan un papel fundamenital durante el cultivo
de las células bajo estas condiciones debido a que confienen las
enzimas clave del mefabolismo de esos substratos. En la tabla 2 se
muestron (05 diferentes substratos de creclmiento que inducen la
proliferacion de peroxisomds y las enzimas inducidas.

TABLA 2

SUBSTRATOS QUE INDUCEN LA PROUFERACION DE PEROXISOMAS Y ENAMAS INDUCIDAS
EN Hansenula polymorpha.

Substralo [ Enzmas peroxisomalos
Fuente e carbono
isoctiato liosa
etanol .
malate sintasa
alcohol oxidasa
matanal dhidroxiocetong sintasa
catalasa
Fuante de nitrdgena
3 A urato axidasd
acido urco
catalasa

aming oxidasa
catalasa
O-aminadcicio axidasa
catalasa

Veanhus, M. Yeast microbodios (1788), 1asi Doctaral, Universdad de Greningen, Holanda.

{metilamina/coing

D-clonina/OD-nefloning

1.2.2 Andlisis Molecular y Genético

Aunado a los estudios fisioldgicos, bioquimicos y ulfraestructurales,
los estudlios de genética cldsica y molecular, han permitido la olbtencidn
de mucha informacion sobre la funcion y biogénesis peroxisomal en H.
polymorpha. Algunas de las técnicas que han sido estandarizadas para
este organismo incluyen: técnlcas de transformacion**®, técnicas para el
aislamiento e identificacion de mutantes; técnicas para el
apareamiento, esporulacion, andllisis de esporas al gzar, diseccidon de
tétradas y andlisis de complementacion®,
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La disponibilidad de estas técnicas, ademds del ampllo
conoclmiento sobre las caracteristicas fisiologlcas, bloguimicas y
morfologicas de H. polymorpha, han contribuido a que se uiilice esta
levadura como modelo para el presente trabgjo.

1.3 Antecedentes Experimentales

Sepulveda y cols® demostraron que la peroxisomicina A1 afecta
de manera selectiva e irreversible la integridad de la membrana
peroxisomal de células de levadura. Despuégs de Incubar las células en
presencia de una dosis no letal de peroxisomicina A1, 1as células
mostraron deficienclas en las funciones especificas peroxisocmales, ya
que el crecimiento en metanol cesd ¢asl inmediatamente. A los 30 min.,
se observd dano sobre los peroxisomas, caracterlzade por interrupcion
en ia continuidad de su membrang; como consecuencia las proteinas
de matriz se fugdaron hacia el citosol. Estas resultados son de particular
interés, debido a que, i) no se tienen reportes, hasta el momento, de
compuestos que inducen efecto parecido, i) el dano sobre (a
membrand peroxisomnal, podria explicar Ia toxicidad selectiva in vitro de
la peroxisomicing A1, sobre células neopldsicas'’ ya que existen varios
reportes de que algunas c€lulas malignas contienen menor ndmero de
peroxisomas'’ vy iii) los defectos en la funcidn peroxisomal inducidos
aspecificamente por Ia peroxisomicina A1, en ceélulas de levadura,
representan un atractivo modelo expenmental para el estudio de la
biogénaesis y funcidn peraoxisomal. En relacidn a esto dltimo, es importante
mencionar que existen varios grupos de investigaclén que han estado
estudiando el impacto que pudiera tener el conocimiento de las
deficiencias en la funcién peroxisomul en células de levadura, en
analogia con las enfermedades peroxisomales, descritas anteriormente,
Estos grupos de investigadores han combinado esfuerzos para aislar v
caracterzar células de diferentes especies de levaduras (S. cerevisiae ®.
H. polymorpha 54, P. pastoris %), deficientes en peroxisomas, por medio
de procedimientos de mutagénesis con N-metil-N=-nitro-N-
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nitrosoguaniding®®. Las cepas mutantes de H. polymorpha han sido
obtenidas en base a la Incapacidad que presentan las células para
dtilizar el metanol (células mutantes Mut) como Unica fuente de
carbono. Van der Klel y cols. ® han establecido que la incapacidad de
estas células para crecer en metanol se debe, principalmente, a la
ausencia de la membrana peraxisomal intacta. Es decir, la presencia de
peroxisomaqs intactos es esencial para el metabolisme eficiente del
metanol.

La informacldén disponible hasta este momento acerca del
mecanismo de accidn de la peroxisomicina A1 indica que el peraxisoma
es el organelo blanco tanto en levaduras como en higado de ratas y
monos,
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1.4 Hipdtesis de Trabajo y Objetivos

1.4.1 Hipdtesis de Trabajo

*Si el dano producido por la peroxisomicing A1 sobre la Integridad

peroxisomal a una dosis no letal fuera ireversible, seria posible obtener
células con disfuncldn peroxisomal”™.

1.4.2 Objetivos Generales

1.

Establecer las condiciones optimas de cultivo para determinar la fase
de crecimiento en la cual las células de levadura confengan un solo
peroxisoma, para evaluar el efecto de la peroxisomicing A,

Incubar células con una dosis no letal de peroxisomicina A1 y aislar Ias
células Incapaces de crecer en metanol.

Evaluar Ia funcidon de los peroxisomas de las células aisladas.

1.4.3 Objetivos Especificos

Estudiar la cinética de crecimiento celular en medio de cultive con
meatanol.

Andlizar ultrgestructuragimente a s células a diferentes tiempos de
cultivo, para establecer el tiempo de induccion peroxisomal de
interés para el estudio.

Incubar calulas con una dosis Ne letal de peroxisomicina Al en g fase
de induccion establecida.

Aislar las células incapaces de crecer en metanol.

Evaluar la integridad de los peroxisomas de las celulas por
microscopia electrénica y ensayos bioquimicos.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material Bioldgico

Se utilizaron las siguientes cepas de levadura:
Hansenuia polvmornpha cepa CBS 4732
Harnsenuia polvmooha cepa NCYC /lew 7-7
Hansenula palyrmornpha cepa NCYC adellmels

La peroxisomicina Al de K. parvifolia se Qisid vy purificd en el
laboratorio de extracclon del Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la U.AN.L

2.2 Equipo Y Reactivos

Las substancias se pesaron en balanzas analiticas Mettlor P1200 v
Mettler PJ340 DeltaRange. El pH de las soluciones y medios de cultivo se
determiné en un pHmMetro Hanna Instruments 8417, Los electrodos y las
soluciones de cdlibraclon se obtuvieron de Beckman.

Los cultivos se realizaron en una incubadora New Brunswick
Scientiflc con temperatura y agitacion controlada, a 37°C y a 200r.p.m.,
respectivamente. Las plocas de agar se incubaron en una incubadora
gstatica a 37°C.

15
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La densidad optica de los cultivos se determind en un fotdmetro
Meyvis Vitatron MCP, y se midié la absorbancia a una longitud de onda
de 660 nm (DC,). La concentracidn de metanol en el medio de cultivo
se determind por cromatografia de gases en un Cromatégrafo Hewlet
Packard modelo 437.

Para la obtencion de extracto libre de células, se utilizd una
centrifuga Eppendort 5415C. La actividad enzimdtica de AQ (EC
1.1.3.13) v la de catalasa (EC 1.11.1.6) se determind en un
epectrofotdmetro Hitachi modelo 100-60. Se ufilizaron celdas de cuarzo
de 1cm de paso de luz y de 3 mL de volumen.

Las soluciones para procesar las muestias para microscopia
glectrénica de transmision (MET) se prepararon dentro de una campanda
de extraccidon. Las muestras se deshidrataron en un horno de
microondas Bio-rad H2500. Los cortes finos se obtuvieron en un
ultramicrotomao LKB Ultratome |l tipo 8802A, con cuchilla de diamante
(DIATOME). Los cortes se montarcn en rejilias de ¢cobre y se examinaron
en un MICroscopio electronico de transmisidn (ME) Philios EM3CO.,

La resinca epdxica se obtuvo de Serva Boehringer y la resina acrilica
(Lowicryl-KaM) de Polysclences Ltd. Los anticuerpos policlonales anti-AQ
se obtuvieron de conelos Inmunizados en el Iaboratorio de Inmunologia
de Ia Universidad de Groningen y 1os conjugados de oro coloidal de
Amersham.

2.3 Método de Cultivo
2.3.1 Cultive Primario y Pre-cultivo
Para el cultivo primaro, se tomo una colonia de células de

Hansenuila polymorohao cepa CBS 4732 adislada de una placa de agar
YPD (ver apéndice A), se inoculd en 200 mL de YPD liquido, vy se cultivd
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durante 16 hs. El pre-cultivo se realizd de la manera siguiente: se transfiid
una alfcuota del cultivo primaria a un matraz con 100 mL de YND y se
determind a DO, para Iniciar sl culfivo con una masa celular inicial
equivalente a 0.1 DO,,,/mL de cultiva. Después de ¢ hrs. de cultivo (DO,
de 1.0/mL que corresponde a la fase de crecimiento exponencial
mediq). se transfind una alicuota de este cultivo con una DOy de 0,1/mL
a un matraz con 100 mlL de YND y se incubd hasta la fase de crecimiento
exponencial. Este procedimiento se repitid una vez mdas para obtener el
pre-cultivo. Independientemente de los substratos utllizados, todos los
cultivos liquidos (no quimiostaticos), se inlciaron con una DO, de 0.1/mL.

2.3.2 Cullivos bajo Condiciones de Inducclon de la Proliferacién de
Peroxisomas

Para la Induccién de la proliferacion de peroxlsomas, las células
previamente pre-cultivadas en glucosa se transfirieron a uno de los
siguientes medios inductores: YNM, YNMe, YNE, para redlizar cultivos
liquidos.

Debido a que el crecimiento de las células en cultivos liquidos no
se encuenira completamente en condiciones de equilibrio, se realizaron
cultivos quimiostaticos,

En el cultivo quimlostdtico la energia y la materia son
transformadas continuamente y todos los pardmetros fisicos, quimicos y
matematicos que definen gl contenido del fermentador se mantienen
constantes durante cada estado de equilibrio. Entre estos pardmetros se
incluyen ko energia y entropia. la concentracion de substratos en el
medio y la blomasa, la composicidon y concentraciéon de blomasa, el
namero, tamano vy edad de Ias celulas, asi como el tiempo de
generacién celular, B! estado de equilibric puede perderse al cambiar Ia
composicion del medio, la velocidad de dilucidén (D) o la temperatura.,
Cualquier cambio en las condiciones de cultive provoca g pérdida del
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estado de equilibrio. En respuestq, las células tlenden a adaptarse a esos
cambios y establecen un nuevo estado de equilibrio, Este daltimo se
alcanza después de un flempo durante el cual las células se encuentran
en unda etapa denominada estado de transicidn,

En el cultivo quimiostatico, se puede mantener a las células en
condiciones lo mas parecido a su hdabitat natural y se puede evaluar su
comportamiento baqjo condiciones en las cuales el substrato se
administra en forma continua y limitada, obteniéndose Ia mdaxima
induccion de proliferacion de peroxisomas. En estas condicianes los
peroxisomas pueden ocupar hasta un 80 % del volumen citoplasmdético.

Para redlizar el cultivo quimiostatico, una alicuota de células pre-
cultivadas en YND se transfirid al reservorio del fermentador con 2 litros
de MM. Se adiciond YND (con glucosa al 0.26 %, como substrato
limitante). a una velocidad de dilucién de 200 mL/min. (D= 0.1 hrs."). Las
células se incubaron hasta el estado de equilibrio y enseguida se
adiciond una mezcla de YND/YNM (YND con glucosa al 0.25 % y YNM
con metanol al 0.30 %, el metanaol se utilizd como un segundo substrato).

2.3.3 Determinacién de la Fase de Crecimienta Oplima de 4.
polymorphapara el Estudio del Efecto de la Peroxisomicina Ax

Para estudiar el efecto de la peroxisomicina A1, se determind la
fase de crecimiento en la cuadl lgs células presentaron solamente un
peroxisoma, Se tomaron alicuotas da celuias previamente pre-cultivadas
y se incubaron en varios matraces con 100 mL de YNM. Los cultivos se
agitaron y se obtuvieron muestras de estos cultivos alas 2, 4, 6 y 8 hrs.,
para el andlisis ultraestructural por MET y hasta Ias 24 hrs. para el andlisis
de la cingtica de crecimiento celular,
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2.3.3.1 Evaluacion de la Fase de Crecimlento Optima.

2.3.3.1.1 Andlisis Ultraestructural. Las muesiras para MET se fijaron en
KMnQ, al 1.5 %. se confrastaron en bloque con acetato de uraniloal 1 %
pof 1 hr. y se deshidrataron en una serie graduada de etanol al 50, 70, 96
y 100 % en un homo de microondas. Las muestras deshidratadas se
procesaron hasta su inciusion en resinas epoxicas (ver apendice B). Se
obtuvieron cortes finos y se observaron en el ME para evaluar la
ultraestructura de las células.

2.3.3.1.2 Andlisis de la Cinéfica de Crecimiento Celular. Para
andlizar la cinética de crecimiento celular, se midid la DO, de las
muestras abtenidas a diferentes iempos de cultivo. Los valores de DOy,
vy lempo se almacenaron en €l programa de computadora Microsoft
Excel 5.0 para Magcintosh, Se elaboraron curvas para evaluar [a Cingtica
de crecimiento de las células en medio de cultiva con metanol (ver
apéndice A).

2.3.4 Estudio del Efecto de la Peroxisomicina Ai sobre Células do
H. polymorpha

2.3.4.1 Cultivos con una Dosis no letal de Peroxisomicina Al

Para realizar estos experimentos se tomd como referencia el
frabajo publicado por Sepulveda y cals.” en el que se demosird que la
supervivencia de las células de levadura es atectada de manera
drastica, al incubar las céfulas en presencia de una dosis de
peroxisomicina A1 de 10 ug/mL y mayores (20 y 50 ug/mL). Con dosis
menores, se observo una supervivencia del 60 al 90 %. Por lo anterior, en
el presente trabaqjo se utllizd una dosis de peroxisomicing Al de 5 ug/mL.

Se inoculd una dlicuota de células pre-cultivadas de H.
polymorpha en 100 mL de YNM a una DO, inicial de 0.1/mL vy se
cultivaron durante 6-7 hrs. Después de este tiempo las células se
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centrifugaron, se elimind el sobrenadante. se lavaron con MM sin
substrato y se resuspendieron en &l mismo medlo a una DO, 1.0/mL. Se
obtuvo una muesira del cultivo como control (sin peroxisomicina At) y el
resto de las células se Incubaron en presencia de & pg/mL de

peroxisomicina Al (cultivo problema), Se obtuvieron dos muestras del
cultivo problema a los 60 y 120 min.

2.3.4.2 evaluacidn del Efecto de [a Peroxisomicina Al sobre [os
Peroxisomas de Hansenuia polymomba.

Se obtuvieron muestras del cultlvo control sin toxina y del cultivo
problema y se procesaron para MET. Se andlizd la ultraestructura de las
células para evaluar el efecto producido por la toxina sobre los
POroXisomas.

Simultdneamente, las muestras del cultivo control y cultivo
protlema se diluyeron en MM y se sembraron en 10 placas de agar con
metano! (agar YNM) y 10 placas de agar con glucosa (agar YND). Las
placas se incubaron a 37°C durante 3-5 dias. Transcurido ese tiempo, se
analizO la capacidad de las células que estuvieron en presencia de
peroxisomicing A1, para crecer en €503 substratos (glucosa o metanol).

2.3.5 Aislamiento de Células con Disfuncion Peroxisomal.

Para aislar células con disfuncion peroxisomal, se tomaron ¢omo
referencia los hallazgos obtenidos por van der Klel y cols.’é. En ellos se
establece que la presencia de peroxisomas intactos son esenciales para
el metatolismo eficiente del metanol. Lo anterior sugiere que si s
dafara al unico peroxisoma presente en ka célula, podria tener severas
consecuencias sobre la cc;:;qcidqd de las células para crecer en
metanol.,

Las células iIncapaces de crecer en metanol se dislaron por medio
de la técnica de replicacion en placas de agar. Esta consisie en la
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transferencia de colonias perfectamente separadas unas de otras de
und placa de agar a ofra por medio de una felpa que se colocq sobre
un soporte. Esta tecnica permite evaluar simultaneamente el
crecimiento de las mismas colonias en diferentes substratos ya que se
conoce g posicion exacta de cada una de ellas.

Las muestras control sin toxina y Ias muestras de los cultivos
probleama obtenidas a los 60 y 120 min. se diluyeron para obtener entre
100-500 colonias por placa. Las diluciones se realizaron de acuerdo al
siguiente cdlculo: ung dlicucta de un cultivo de A polrnorha con una
DOyg de 0.1/mL contiene aproximadamente 1.4X10° células/mL. Se
realizaron tres diluciones diferentes y de cada dilucién se sembrd 0.1 mL
por placa de agar. 58 sembraron 20 placas de agar YND y 20 de agar
YINM.

Las placas se incubaron durante 2-3 dias a 37°C y las colonias
formadas en las placas YND se replicaron en agar YNM. Estas Glfimas
placas se incubaron junto con las placas YND originales. Después de 3 a
5 dias de cultivo, se revisaron las colonias en las placas de agar YND y se
cotejaron con las colonlas en las placas de agar YNM para Identificar
cofonias incapaces para crecer en metanol. Estas colonias se
seleccionaron de las c¢olonias correspondientes en las placas con
glucosa y se aislaron para evaluar si efectivamente presentaban
incapacidad para crecer en meftanol. Las colonids incapaces para
crecer en metanol se seleccionaron y se gislaron para su
caracterizacion.

EL procedimiento descrito antferiormente se realizé con la finalldad
de aislar células incapaces de cracer eficlentemente en metanol,
comparadas con las celulas contral sin toxind y se considerd que podrian
representar células con probable disfuncion peroxisomal. Para una
identificaciédn adecuada, estas célulkas se denominaron como células
experimentales tipo | (células CEl).
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2.4 Evaluacion de 1a Funcion Peroxisomal en las Células CEl

Para evaluar la funcidn de los peroxisomas de las células CEl, se
redlizaron los sigulentes andlisis:

+  Ultraestructural

« Fisioldgico

s Bioguimico

s Citogquimico e Inmunocitoquimico

» Utraestructural, Biogquimico e |nmunocitoquimico bgjo

Condiciones Quimiostdaticas.

En todos los casos. kas células se pre-cultivaron y posteriormente se
transfirieron a medios de cullivo bajo condiciones de induccidn
peroxisomal. En algunos casos [as células se cultivaron en medio YND (no
inductor peroxisomal).

2.4.1 Andlisis Ultraestructural

Se analizaron por microscopia electronica las diterencias
Jltraestructurales de los peroxisomas de las células CEl y las células
control durante la adaptacion al cambio de un medio no inductor de
peroxisornas a un medio inductor, Principalmente se hizo énfasis en G
morfologia (tamano, forma, e integridad ds la membrana) y numerc de
peroxisomas,

Se pre-cultivaron células control y células CEl en YND vy
posteriormente se fransfirnd una alicuota de estas céluias a medio YNM
liguldo. Los cultivos se iniciaron con una DO, de 0.1/mL. Se obtuvieron
muestras de ambos cultivos a las 4, 8, 12, 24 y 48 hrs. y se procesaron
para MET.
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2.4.2 Andilisis Fisiologico

Para el andlisis fisioldgico se redlizaron cultivos liguidos en medios
selectivos para evaluar la capacidad de las células para utliizar
substratos que requieren la presencia de enzimas peroxisomales.

2.4.2.1 Andilisis de g Capacidad de Utilzacion de Metanol.

Se transfirieron células control y células CEl pre-cultivadas, a un medio
YNM liquido, se obtuvieron muestras a diferentes fiempos de culiivo y se
midid la DO, Simultaneamente, se determiné la concentracion de
metancl en el medio de cultivo por cromatografia de gases. Se obtuvo
una alicuota de 2 mL, se colocd en un tubo Eppendorf vy se centrifugd a
10,000 r.p.m. durante & min. Se tomd del sobrenadante un volumen de
1.8 a 1.5 mL y se someti®é a centrifugacion durante 15 min, a 10,000
r.p.m.. Posteriormenie se tomd del sobrenadante de 1.4 a 1.5 mLy se
mantuvo a 4°C hasta su andlisis. Para la cuantificacion de la
concentracién de metanol se utilizaron las siguientes soluciones estandar
de metanol (v/v): 0.50 %, (125 mM), 0.40 % (100 mM), 0.30 % (75 mivi), 0.20
% (50 mM), 0.10 % (25,00 mM) y 0.05 % (12.50 mM).

Se graficaron los vaiores de DQ,.. tiempo de cultivo y
concentracidn de metanol para la obtencidon de curvas. Por medio de
las curvas se evalud la cinglica de creclmiento celular y la capacidad
de las células para utilizar el metanol como Unica fuente de carbono y
energia.

2.4.2.2 Andlisis de la Capacldad de Utilizacion de Glucosa, Etanol,
Metilaming y Glicerol.
Se efectuaron los procedimientos ya descritas en la seccidon 2.4.2.1,
excepto que las células pre-cultivadas se incubaron en los siguientes
medios de cultiva: YND, YNE, YNMe v YNG.



2.4.3 Andlisis Bioquimico

Para evaluar parcialmente la funcidn bloguimica peroxisomal se
determind, en extracte libre de células, la actividad enzimdtica de dos
enzimas peroxisomales: AQ y catalasa.

Para la obtencidn del extracto libre de ceélulas, se realizaron
cultivas de células cantrol y células CEl, bajo condictones de induccidon
peroxisomal (en media YNM liquido). Se obtuvo un volumen de cultivo
con una densidad equivalente @ 75 unidades de DO /ML se centrifugd,
se elimind el sobrenadante y el botdn celular se resuspendio en 1 mlL de
amortiguader de fosfatos 40 mM, pH 7.0, se colocd en un tubo
Eppendorf y las colulas se sometieron a lisls con perlas de vidro (de 0.5
mm didmetro, prelavadas con acido), por agitaciéon en un vortex a
maxima velocidad por 7 veces durante 45 seg. La suspension se
mantuvo a 4°C durante 1 min. entre cada agitacion. Para separar los
restos celulares se centrifugd por 20 min., a 15,000g. Posteriormente se
determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford®.
La actividad de AQ se determind por el método de Verduyn y cols.® v la
actividad de catalasa por el método de Lack™,

2.4.4 Andlisis Citoquimico e Inmunocitoquimico

Para evaluar la actividad y localizacion sub-celular de la enzima AC. en
las ¢células CEl se obtuvieron esferoplastos v se andilizaron por métocos
citoquimicos e inmunaocitogiuimicos.

2.4.4.1 Obtencidn de Esferopiastos.

La obtencién de esferoplastos se llevd a cabo a partlr de una
dlicuota del cultivo con una densidad equivalente a 20 unidades de
DO./mL. Las células se incubaron con g-mercaptoetancl 0.2 M en
sorbitol 3 M (amortiguador A: ver agpendice B) durante 10 min. Q
temperatura ambiente y se centrifugaron, se eliminé el sobrenadante y
las células se lavaron en amortiguador de sorbitol 3 M, se centrifugaron,
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el botén celular se rasuspendid en amortiguador de sorbitol 3 M
adicionado con 1 mg/mL de Zimoliasa (amortiguador B) y las células se
incubaron a 37°C durante 30 a 60 min. Se observd al microscoplo de luz
la formacidén de esferoplastos y el proceso se detuvo al colocar la
suspension en hislo.

2.4.4.2 Andilisis Citoquimico: Método del Tricloruro de Cesio
(Veenhuis y cols 1976).

Para el andlisis citoquimico los esferoplastos se fijaron en glutaraldehido
al 0.1 % en solucion de cacodilato de sodio 0.1M (solucion C; ver
apendice B), se lavaron con amortiguador de sorbitol 3 M y se
resuspendieron en glutaraldehido al ¢ % en solucion C, se lavaron con
amortiguador Tris-HCl o pH 8, ¥ se incubaron con tricloruro de cesio
(CeCl,) 5§ mM en presencia de 50 mM de aminotriazal, Posteriormente se
lavaron y se incubaron en un volumen de g mismd soluclén adicionada
con 50 mM de metanol. a 37°C durante 2 hrs. Se camblé el medio cada
hora vy Ia solucidn se oxigend, Los esferoplastos se lavaron con solucidon C
a pH 6. y se fijaron en giutaraidehido al ¢ % en saiucion D. Se post-fijaron
con mezclas de tetradxldo de osmio al 0.5 % y dicromato de potasio al
2.5 % en solucion D y se deshidrataron e incluyeron por €l metodo
descrito para MET.

2.4.4.3 Andiisis Inmunccitoquimico: Método de |a Proteina A-oro
Coloidal (Sloft y Geuze 1984).

Los esferoplastos se fijaron en glutaraldehido al 3 % en solucldn C, se
lavaron con NalQ, al 0.1 % y en seguida con NH,Cl al 1 %, se
resuspendieron en alcohaol al 80 % y se centrifugaron por 18 min.. Parala
pre-inciusidn [as muestras se colocaron en soluciones de NN
dimetilformamida (CMF) al 0, 78 vy 100 % en etanol al 50 %, y luego en
mezclas de DMF:Lowlcryl-KaM v 1a inclusion se realizd en Lowlcryl-KAM. La
rolimerizacidn de ia resinga se efectud bajo luz ultravioleta, Se obtuvieron
cartes finos y se montaron en rejillas de niquel con soporte de Formvar,
Se bloquearon los sitios de unién inespecifica con olbuming sérica
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bovina (BSA) Yy los cottes se incubaron con anticuerpos especificos anti-
AQ, se lavaron en amortiguador PBS-glicing, despuss se incubaron con
la proteina A-conjugada con particulas de oro coloidal de 15 nm de
didmetro, se lavaron y se contrastaron con acetato de uranilo al 1 %.

2.4.5 Andlisis Ufraestructural, Bioguimico y Citoquimico e
Inmunocitoquimico bajo Condiciones Quimiostaticas.

Para caracterizar a fas células CEl bajo condiciones de maxima
induccidn peroxisomal, se incubaron en un cultivo quimiostatico (ver
seccion 2.3.2)

Se obtuvieron muestras de este cultivo para redlizar los siguientes
andllsis :

= Ultraestructurdl de 1as células completas y de esferoplastos

e Citoguimico e inmunocitoquimico de esferoplastos

Simulténeamente se redlizd la determinacidn de la actividad de
las enzimas AQ y catalasa en extracto libre de celulas y la determinacion
de la concentracion de glucosa y de metanol residual en el medio de
cultivo,

2.5 Aislamiento y Caracterizacion de Células de H. polymorpha leul-1
con Disfuncion Peroxisomal.

Para contar con un modelo bioldgico eucariote que presente
disfuncion peroxisomal inducida por la petoxisomicing Al y que permita
caracterizar a nivel molecular el mecanismo de la interaccidn toxina-
peroxisomd, se realizd la misma estrategia experimental establecida en
las secciones de la 2.3.4 a la 2.5, excepto que se utilizaron células de H.
poiymaorpha con un marcador auxoirdfico (leu 1-1). Las células que
presentaron disfuncion peroxiscmal después de la svaluacion
morfolégica, biocgquimica y funcional, se denominaron células
experimentales tipo Il {células CEll) para diferenciarias de (as células CEl.
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2.5.1 Andlisis Genético

Para valorar si la disfuncidn peroxisocmal que presentaban las
células CEl vy las céluias CEll se debia a un defecto geneético, se
realizaron experimentos de gpareamiento, complementacion y andlisis
de esporas al qazar,

Para identificar a las diferentes cepas de H. polymorpha que se
ufilizaron en estos ensayos, se establecio la siguiente nomenclatura:

WT = células slivestres, normales prototrdficas (no requieren la
presencia de aminodcidos especificos).
leul-1 = células mutantes con marcador auxotrofico leul-1
(requieren la presencia de L-leucing).
células mutantes con doble marcador auxotrdfica
(requieren de gdenina y L-metionina).

adel imelté

ura = células mutantes que requieren de uracilo.

Mut™ = células deficientes en la utllizacion del metanao

2.5.1.1 Obtencién de Células CEl con Marcadar Auxotrdfico ura”

Para levar a cabo los experimentos de complementacion, en un
principio se intentd infroducir un marcador auxotrdfico a las celulas CEl
por medio de cruzas entre estas células y células de H. polymorpha con
marcadores auxotrdficos (adel Imefd). Sin embargo, no se obtuvieron
hibridos después de varios infentos. Por lo tanto, se decidid introducir un

marcacior auxotrofico (ura’) a las células CEl por medio de la seleccion

de colonias resistentes al &eido 5-fluoro ordtico®? (6-FOA: andlogo de
plrimidina), por medic del siguiente procedimiento: una colonia de
células CEl se incubd durante 16 hrs. en YPD liquido. Se obftuvo un
volumen de 10 mL del cultivo con una densidad equivalente a 2
unidades de DOo/mL (equivalente a una poblacion de 10® células/mL),
los células se centrifugaron, se eliminé el sobrenadante, el botdn celular
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se resuspendid en 1 mL de YPD liquido vy las células se sembraron par
extensién en agar YND adicionado con §00 pg/mL de §-FOA y 80 pg/mL
de uracilo. Las placas se incubaron a 37°C. Una vez que las colonias se
formaron, se replicaron en placas de agar YND con y sin uracilo {(medio
selectivo) y se selecciond a las ¢colonias que presentaron el fenotipo

deseado; colonias ura y ademas deficientes en el crecimiento an

mefanol, es decir Mut ura’.

2.5.1.2 Ensayas de Complementacion.

Las células CEl Mut'ura y las células CEll Mut/eul-1 se cruzaron
entre si y a su vez con sus respectivas cepas isogenéticas que cantenian
los marcadores complementarios, es decir ura y feul-1. Para la

obtencidn de células diploides (CELCEL), se sembraron & colonias de
células CEl en forma de estrias sobre una placa de agar YPD y ésta se
replicd sobre una placa de agar EM que contenia colonias de células
CEll. Esta placa se incubd por 3 dias y despues se replicd sobre una
placa de agar YND sin marcadores (no se adiciond uracilo ni leucing).
Esta altima placa se incubd por 3 dias y enseguida se replicd sobre una
placa de agar YNM sin marcadores. Después de la obtencidn de células
diploides CEI:CEll, se anglizd la capacidad de las mismas para crecer en
metanol y se sometieron a un andlisis de esporas al azar.

2.5.1,.3 Andlisis de Esporas al Azar.

Para establecer el ligamiento entre los probables genes afectados
de ambas cepas, ias céluias dipioides CELCENl se sembraron en agar EM
en forma de estrias, se incubaron por 3 dids, §e suspendisron en 10 mL de
aguaq, se obtuvo un volumen de 0.9 mL de esta suspensidn y se agregd
0.1 mL de dietil éter. Las suspensidon de células se incubd por 20 min. a
temperatura ambiente bagjo agitacidon, se redlizaron tres diluciones
diferentes para obtener 10, 100 y 800 calonias por placa. Las diluciones
se sembraron en placas de agar YPD y se incubaron durante 4 dias @
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40°C, Estas placas se replicaron en placas de agar YNM y placas de
agar YND (con y sin marcadores) y se incubaron por 3 dias. Para el
andlisis del fenotipo de la progenie se contaron 100 colonias y sa
determind su naturaleza prototréfica o auxotrdfica y la capacidad de
crecimiento en metanol o glucosa, tanto en presencla como en
ausencia de marcadores selectivos.

2.6 Anadlisis Estadistico

En los experimentos que por su naturalezq, fue posible que s
realizaran por triplicado, la significancia estadistica de los datos se
estimo por medio de (a prueba t de Student. Los valores en las graficas
representan la media de fres determinacianes y la barra representa + la
desviacidn estandar (DS).



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Evaluacion de las Condiciones Optimas de Cultive
3.1.1 Andlisis Ullhaestructural

La figura 2 musstra los cambios ultraestructurales que presentaron
las células de Hansenula polymorpha después de transferirlas de un
medio con glucosa a un medio con metanel como unica fuente de
carboeno.

Durante |a fase de crecimiento media exponencial en glucosa, 1as
células contenian generalmente un sélo peroxisoma pequeno de forma
rregular, con matriz homogéned sin inclusiones cristalinas y localizado
muy cerca de la pared celular. Con frecuencia el peroxisoma se observd
muy proximo a cisternas del reticulo endopldsmico (figura 2A). Durante
ia fase de crecimiento estacionaria, la forma del peroxisoma cambid de
osférica a cubica

Las ceélulas en la fase de crecimiento media exponencial en
glucosa, se incubaron en medio con metansl y se observd aumento en
el tamario y nimero de peroxisomas con respecta al tiempo de cullivo
{figura 2B-E). Después de 2 hrs, de cultivo en metanol, el tamafio del
peroxisoma incrementd gradudalmente, Se observaron dos estados
subsecuentes de crecitmiento del peroxisoma a las 6 y a las 8 hrs.
Ademds del crecimiento del peroxisoma, ocasionalmente se cbservd
mdas de un peroxisoma por celula, generalmente de 2 a 3. La figura 2F
muestra el arreglo cristaloide de Ia AQ 2 hrs. después de la transferencia
de las células al medio con metandol.
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Figura 2. Micrografias Electronicas de Transmision de Células de A. polymomha Durante
el Crecimiento en Diferentes Condiciones. A) célula obtenida de la fase de
crecimiento exponencial en glucosa 0.5 %. B, C, D, E y F) células obtenidas a las 2, 4, 6
y 8 hrs. de cultivo en metanol 0.5 %. F) esferoplastos preparados de células obtenidas o
las 2 hrs, en metanol, que muestran el arregle cristaloide (*), de la AO dentro de un
peroxisoma. Abreviaturas: N, ndcleo; M, mitocondria; P, peroxisoma; V, vacuola. La
barra representa 0.5 pm.
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3.1.2 Andlisis de la Cinética de Crecimienio Celular

El crecimiento de las células en medio con metanol, generalmente
comenzd después de una fase de adaptacidn de 4 a 6 hrs. El tiempo de
generacion fue de 4 hrs., aproximadamente.

Los procedimientos que se llevaron a cabo para la obtencidon de
las condiciones dptimas de cultivo, en las que las células de Hansenula
polymonoha presentaron por o menos un peroxisoma, se describen a
confinuacién: las células pre-cultivadas en YND liquide se incubaron en
medio YNM liquido por 6 a 7 hrs. a 37°C bgjo agitacidn constante. La
figura 3 muestra la curva de crecimiento en metanal y se Indica con una
flecha la fase de crecimiento a ki cual se obtuvieron kas condicicnes
antes mencionadas.

e
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FAgura 3. Cindtica de Crecimiento Celular en Metanal de
Hansenula polymorpha. Los valores representan el
promedic de tres determinaciones + DS.
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3.2 Evaluacion del Efecto de la Peroxisomicina A1 sobre los Peroxisomas
de Hansenula polymorpha.

Las muestras de células obtenidas después de 60 y 120 min. en
presencia de & pg/mL de peroxisomicina Al, se evaluaron por

microscopia electronica de tfransmision; se observé una interrupcion en la
continuidad de la membrana peroxisomal. No se observd dano en las
memibranas del resfo de los organelos, bajo las mismas condiciones. En las
muestras correspondientes a los 60 min., se observaron células que
contenian un sdlo peroxisoma, que generalmente presentaba
fragmentacién de la membrana (figura 4A); mientras que en las muestras
de 120 min. ocasionalmente se observaron células con mds de un
peroxisoma, algunas de las cuales presentaban fragmentaciéon de la
membrana peroxisomal, ¥y en ofras no se observaron alteraciones
morfolégicas (figura 4B).

Figura 4. Micrografias Electrdnicas de Transmision de Células de Hansenula
polymorpha Incubadas en Presencia de 5 pg/mL de Peroxisomicina Al Obtenidas
Después de 60 (A) v 120 Minutos (B): A) muesitra el dano-sobre un peroxisoma,
caracterizado por interrupcidon en la continuidad de la membrana peroxisomal
(flecha); B) muestra el dafo sobre la membrana de dos de los peroxisomas
presentes en la célula (flechas). N, nlcleo; M, mitocondria; P, peroxisomma; V,
vacuola. La barra representa 0.5 pm.
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3.3 Aislamiento de Células con Disfuncién Peroxisomal.

Por medio de la técnica de replicaciéon en placa se detectd una
colonia de células que no crecié eficientemente en metanol,
comparada con las células conftrol sin toxina. Esta colonia se sembrd por
extensidn sobre agar con glucosa. Después de que se formaron colonias
se replicaron sobre agar con metanol y no se observd crecimiento en
este substrato (figura 5). Estas células que comenzaron a crecer
lenfamente hasta después de 8 a 10 dias, representan la progenie de las
células que estuvieron incubadas con |la peroxisomicina Al y se
denominaron células experimentales tipo | (células CEl).

Figura 5. Técnica de Replicaciéon en Placa. Las células control sin peroxisomicina A vy las
células incubadas en presencia de § pg/mL de peroxisomicina Ai se diluyeron, se
sembraron en placas de agar con glucosa al 0.5 % y posteriormente se replicaron sobre
placas de agar con metanol al 0.5 %. Panel superior: Células control; A) glucosa, B)
metanol. Panel inferior: C) muestra la progenie de la colonia de células deficlentes en
el crecimiento en metanol que se selecciond (células CEl) y se sembrd en glucosa; D)
las colonias formadas en glucosa se replicaron en placas de agar con metanol; no se
observa crecimiento en este subsirato.
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3.4 Evaluacién de la Funcion Peroxisomal en las Células Experimentales

3.4.1 Andlisis Ultraestructural

La figura & muestra las diferencias utraestructurales existentes enire
las células contral v las células CEl durante el cultivo en medio con
metancl. A [as 4 hrs. en las células control generaimente se observd un
$OI0 peroxisoma con morfologia normal. asi como el resto de [os
organelos celulares {figura 6A); mientras que en las células CEl se
observd un solo peroxisoma pequeno de forma irregular, rodeado
estrechamente por membranas pre-autofdgicas (figura 6B). Estas
membrandas que rodean a la membrana peroxisomal, 5010 se observaron
en células que presentaron peroxisomas on proceso de autofagia que
condujo a la degradacion de estos organelos en ka vacuola digestiva.

Alas 8 y12 hrs. se cbservé en las calulas control la presencia de dos
o mas peroxisomas con morfologia normal (figuras 6C y 6E). Las figuras
6D v 6F presentan muestras correspondientes al cultivo de célukas CE|
obtenidas a los mismos tiempos, en donde se observan peroxisomas
pequenos, de morfologia irregular rodeados por membranas pre-
autofagicas (flechas).

Posteriormente, el complejo membrana pre-autofdgica-
peroxisoma se fusiond con la vacuola digestiva en donde se observd
degradacion del peroxisama (figuras 7A, 7By 7C).

Despuds de 24 hrs. de cultivo se observd en las células CEl,
desorganizacion celular general y a las 48 hrs. imagenes tipicas de
muerte celular (figuras 8A y 8B).
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Figura 6. Micrografias Electrénicas de Transmisibn de Células Control y Células CEl
durante el Crecimiento en Metanol. El panel izquierdo muestra la ultraestructura de las
células control a las 4, 8 y 12 hrs. (A, C y E, respectivamente). El panel derecho
corresponde a las células CEl a los mismos tlempos de cultivo (B, D y F). Se observa la
iregularidad en la morfologia y numero de los peroxisomas. Las flechas senalan la
presencia de membranas pre-autofagicas. N, nacleo; P, peroxisoma; M, mitocondria; V,
vacuola. La barra representa 0.5 um.
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Figura 7. Micrografias Electrdnicas de Transmision de las Células CEl. A) muestra la
asociacion entre la membrana pre-autofagica y el peroxisoma (flechad). B) se cbserva
un peroxisoma en el interior de la vacucla digestiva. C) muestra la degradacidn
proteolitica del peroxisoma. N, ndcleo; P, peroxisoma, M, mitocondria; V, vacuola. La
barra reprasenta 0.5 um.
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Figura 8. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células CEl. A) muestra la
desorganizacion celular generdlizada que presentan estas células después de 24 hrs.
de cultivo en metanol. B) muestra células muertas después de 48 hrs. de cultivo. N,
nicleo; P, peroxisoma; M, mitocondria, V. vacuola. La barra representa 0.5 um.
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3.4.2 Andlisis de la Funcién Peroxisomal

En la figura 9 se muestra la gréfica de la cinética de crecimiento
celular versus la capacidad de utilizacion del metanol, por las células
control y las células CEl.
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FAgura 9. Cinética de Crecimiento Celular y Utilizacion de Metanol por las
Células Control (a.A) y Células CEl (@.0), Cada valor representa la media
de tres determinaciones + DS.

Se observé que los células CEl son incapaces de crecer
eficientemente en este substrato ya que la densidad de estos cultivos
sliempre mostré valores por debagjo de los obtenidos en los cultivos
control, El iempo de generacidn (t) calculado para las CEl fue de 6 hrs.,
mientras que el calculado para las células control fue de t,= 4 hrs.. La
tasa de utilizaciéon del metancl por las células CEl se encontrd disminuida,
ya que se detectd una concentracién excedente de metanol del 18 %
(13 mM) en la fase de crecimiento exponencial media (24 hrs.). A las 36
hrs. se detectd 3.6 veces més metanol (42 mM) que en los cultivos control
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(16 mM), aunque las células CEl utilizaron todo el substrato en un intervalo
de tiempo similar al del control (60 hrs.).

Por ofro lado, se observd que las células CEl crecleron en todas las
fuentes de carbono y nitrédgeno seleccionadas, sin embargo en etanol,
metilamina y glicerol el crecimiento fue relativamente lento (figuras
10,11,12 y 13). Es importante mencionar que estos ultimos substratos

requieren de la presencia de enzimas peroxisomales para su
metabolismo.
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FAgura 10. Cinética de Crecimiento Cejular de las Células Control
(—) y Células CEl (—) en Glucosa/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS,
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Figura 11. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) v Células CEl (—) en Etanol/Sulfato de Amonlo. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS,
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Agura 12, Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Céluas CEl (—) en Glucosa/Metilamina. Los valores

representan la media de tres experimentos = DS,
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Figura 13. Cinética de Ciecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEl (—) en Glicerol/Sulfato de amonio. Los valores

representan la media de fres experimentos + DS,

3.4.3 Andlisis Bioquimico

En la tabla 3 se presentan los valores de densidad optica vy la
actividad especifica de AO y de catalasa con respecto al tiempo de
cultivo para las células CEl y para las células control. Estos resultados
indican que, si bien ambas enzimas son inducibles en Ias células CEl, la
actividad de AO en estas células después de 8 hrs. de cultivo en metanol
se mantuvo disminuida en un 80 %, con respecto al control. La actividad
de catalasa no se modificd.
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TABLA 3

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALCOHOL OXIDASA Y CATALASA EN CELULAS CONTROL Y
CELULAS EXPERIMENTALES TIFO |

TEMPO (s ALGCHOL OXIDASAS CATALASA
Células CEl Células Control Coluas CEl Céluas Control
0 V] a 29108 31102
4 07402 07403 321 8.0t 8
8 1.240.1 25403 144041 .5 144041 .8
12 2305 42+12 177.0¢1.6 173420
.l 25402 47415 1900425 1900143 1

La ochvldold e alcohal ol)dOOGG 52 expresa como Unidades mg pn::fel’r'tcf1 y 1a de oataksa como
APgape N *mg proteina .
Cada valor represanta ka media de tres determminaciones + DS.

3.4.4 Andlisis Citoquimico e Inmunocitoquimico

Se redlizaron estudios de citoquimica e Inmunocitoquimica para
identificar una probable relacidn existente entre los valores disminuidos de
la actividad especifica de AO obfenidos en las células CEl, con ef posible
importe deficiente de Ia AO hacia las peroxisomas.

Los estudios citoguimicos maostraron que en kas células CE «ka
actividad de AQ estaba presente desde las primeras dos horas de cultivo
en metanol. En Ia figura 14A, se muestra g reaccidn positiva para AO
dentrc de Ios peroxisomas Intactos, asi como en algunaos peroxisomas que
se encuentran dentro de la vacuola, No se observa pasitividad de ka
reaccidn en Ningun ¢tro sifio de [a célula.



Figura 14. Micrografias Electronicas de Transmision del Andlisis Citoquimico e
Inmunocitoquimico para la Localizacién Subcelular de AO en las Células CEl. Las
células se pre-cultivaron el glucosa al 0.5 % y posteriormente se transfireron a medio
con metanol al 0.5 %. A) muestra obtenida a las 2 hrs. de cultivo; se observa que la
actividad de AQO (*) se locadliza dentro de los peroxisomas intactos asi como en un
peroxisoma que se encuentra dentro la vacuola digestiva. B) se observan las particulas
de oro coloidal dentro de los peroxisornas, lo que indica la localizaciéon de la AO dentro
de estos organelos. C) muesira obtenida después de 4 hrs. de cultivo, que muestra la
induccién de la AO con respecto al tiempo. N, nlcleo; P, peroxisoma; M, mitocondria,
V, vacuola. La barra representa 0.5 pm.
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la locdlizacion  subcelular de AO se confirmd por
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos anti-AO. En la figura 14B
se demuestra que la AO se localiza exclusivamente dentro del
peroxisoma, Después de 4 hrs. de cultivo en metanol, se observd un
aumento en la induccion de AO con respecto al tiempo de cultivo (figura
14C).

345 Andlisis bajo Condiciones Quimiostaticas (Ultraestructural,
Bioquimico, Citoquimico e Inmunocitoquimico)

La figura 15 muestra la cinética de crecimiento bgjo condiciones
quimiostaticas para las células CEl y para las células control. Se observa
que no existe gran diferencia entre las dos cinéticas.

Absorbancia(660nm)

FAgura 15. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) y Células CEl (—) bajo Condiclones Quimiostaticas (glucosa
0.25 %/Metanol 0.30 %). Los valores representan la media de tres

experimentos + DS.
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En ambos casos, durante el cultivo en glucosa se obtuvo una DO,
de 3.3 unidades. En el culivo de células CEl la DO, aumentd
paulatinamente hasta 6.6 unidades después de la adicidn de la mezcla
glucosa/metanol, ésta DO,y permanecid constante durante todo el
cultivo; mientras que en el cultivo de células control se obtuvo una DO,
igeramente mayor (7.0 unidades de DOy/mL). Se determind ki
concentracion de glucosa y de metanol en el medio de cultivo parg
ambos cultivos en la fase de crecimiento en equllibric, y no se detectd ko
presencia de estos substratos, lo que indicd que las células os utilizaron
por completo,

Se determind g actividad especifica de AO vy ka de catalasa en
extracto libre de células. En las células CEl se obfuvo una actividad
especifica de AO de 2.2 U(mg.proteina)’, valor significativamente mdas
bajo que el obtenido en los cultivas control (8.0). La actividad de catalasa
no s& modificd.

El andlisis ultraestructural de las célllas CEl mostrd  alteraciones
tanto en la morfologia comao en el ndmero de los peroxisomas. En ka figura
16A se presenta la imagen tipica de una céluia bgjo condiciones
quimiostaticas, en " donde se observa induccidn masiva de o
peroxisomas, que presentan una forma ligeramente cuboide. En las
céluias CEl se observa un numero menor de peroxisomas, los que
presentan contorno Irregular, estdin rodeados por membranas pre-
autofdgicas y asociados esfrechamente a ia vacuola (figura 168).

Se obtuvieron esferoplastos de células control y de céluias CEL. En Ia
figura 17B se muestra que en las células CEl e arreglo cristaloide
caracteristico de ia AQ se encuentra dentro de 10s paroxisomas y en €l
inferior de la vacuola digestiva, 1o que indica degradacion peraxisomal.
En la figura 17A se muestra que en las células control, el arreglo cristaloide
de la AQ se encuentra Unicamente en 10s peroxisomas.
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La degradacion de peroxisomas en las células CEl se confirmd por
inmunocitogquimica con anticuerpos especificos anti-AO y marcgje con
oro coloidal-proteina A. En la figura 17C se observa que la marca se
encuentra localizada en un peroxisoma en proceso de degradacién en
el interior de la vacuola autofagica.
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Figura 16. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células Confrol y de las
Células CEl bgjo Condiciones Quimiostaticas. A) muestra la induccién peroxisomal
caracteristica de células control bajo estas condiciones. B) se observa en las células
CEl un menor nimero de peroxisomas con morfologia anormal y rodeados por la
vacuola autofagica. N, nidcleo; P, peroxisoma; M, mitocondria, V, vacuola. La barra
representa 0.5 um.
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Figura 17. Micrografias Electrénicas de Transmisién de esferoplastos de las Células
Control y de las Células CEl bajo Condiciones Quimiostaticas. A) Células control:
muestra el arreglo cristaloide de la AO (*) dentro del peroxisoma. Células CEl: B)
muestra la estructura cristaloide dentro de la vacuola; C) muestra la localizacién de la
AQ dentro de un peroxisoma en proceso de degradacion. N, ndcleo; P, peroxisoma; M,
mitocondria, V, vacuola. La barra representa 0.5 pm.
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3.5 Aislamiento y Caracterizacion de Células de H. polymorphe feuli-T1
con Disfuncidn Peroxisomal.

De acuerdo con los datos ultraestructurales, biogquimicos
fisiolagicos, citoguimicos e Inmunocitoquimicos obienidos, las células CEl
presentaron disfuncidon peroxisomal, sin embargo esta disfuncion no se
caracterizaba por lka ausencia total de peroxisomas, sino por la
presencia de peroxisomas con caracteristicas morfoldgicas y funcionales
deficientes. Debido a esto se procedid a redlizar experimentos para
aislar células de una cepa de A polymorpha con un marcador
auxotrdfico, que presentara las mismas caracteristicas de disfuncion
peroxisomal que las células CEl. Estas células serian ulilizadas para
caracterizar a nivel molecular el dafo producido por I peroxisomicina
Al

Después de incubar células de A, polrmomiia few /-7 en presencia
de 5 ug/mL de peroxisomicina A1 y de andalizar las muestras por MET, se
observd que Ias células contenian peroxisomas cuyda membrang se
gncontraba fragmentada (figura 18). De esta forma se reprodujo ol
mismo efecto de la peroxisomicina A1 obtenido en la seccidn 3.2, en
esta ocasion sobre una cepa de levaduras ¢on un marcador
auxotrofico.

Se utilizd la técnica de replicacion en placa y se disld una ¢colonia
de células que presentd dificultad para crecer en metanal en madio
solido (figura 19). Estas células se denominaron células experimentales
tipo 1l (células CEI para diferenciarias de fas celulas de la cepa
prototréfica aislada Inlclolmen‘rg (células CEl).
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Figura 18. Micrografia Electrénica de Transmision de Células de Honsenula polymomha
feul-7 Incubadas en Presencia de 5 pg/mL de Peroxisomicina A1, Obtenidas Después
de 60 Minutos. Se muestra el dano sobre un peroxisoma cbservandose una interrupciéon
de la continuidad de la membrana peroxisomal (flecha), mientras que el otro
peroxisoma se encuentra rodeado por una membrana pre-autofagica (punta de
flecha). N, nlcleo; M, mitocondria; P, peroxisoma; V, vacuola. La barra representa 0.5

um.
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Figura 19. Técnica de Replicacion en Flaca. Las células control sin peroxisomicina A y
las células incubadas en presencia de 5 pg/mL de peroxisomicina A1 se diluyeron, se
sembraron en placas de agar con glucosa al 0.5 % y posteriormente se replicaron
sobre placas de agar con metanol al 0.5 %. Panel superior: Células control; A)
glucosa, B) metancl. Panel inferior: C) muestra la progenie de la colonia deficiente en
el crecimiento en metanol (células CEll) que se selecciond y se sembrd en glucosa: D)

las colonias formadas en glucosa se replicaron en placas de agar con metanol; no se
observa crecimiento en este substrato.

Las células CEll se culiivaron en metanol y se analizaron
ultraestructuralmente., Se observd que las células CEll presentaron
caracteristicas muy similares a las células CEl. En la figura 20A se muestra
que las células CEll presentan peroxisomas de forma irregular, rodeados
por membranas pre-autofégicas. A tiempos de cultivo prolongados (12
hrs,) se observd que las células confenian un menor numero de
peroxisomas, y que estos eran de tfamano pequenc (figura 20B): algunos

peroxisomas se encontraban en diferentes estadios de degradacion
(figura 20C).



