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Figura 20. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células CEll. Las células se pre-
cultivaron en glucosa al 0.5 % y posteriormente se transfirieron a medio con metanol al
0.5 %. A) muestra obtenida después de 4 hrs. de cultivo en donde se observa la
asociacion entre la membrana pre-autoféigica y el peroxisorna de las células CEll. B)
muestra obtenida a las 12 hrs. de cultivo en donde se observa anormalidad en el
nimero y tamano de los peroxisomas presentes en las células CEll C) muestra un
peroxisoma en proceso de degradacion. N, nucleo; P, peroxisoma; M. mitocondria; V,
vacuola. La barra representa 0.5 um.
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En la fase estacionaria de crecimiento se observd que las células
CEll degeneraron con mayor rapidez que las células CEl bgjo las mismas
condiciones de cultivo; como consecuencia, en el cultivo de células CEll
ceso el crecimlenfo a tlempos mas corfos que en el cultivo conirol y que
en el cultivo de células CEl. Bajo estas condiciones, en el cultivo de células
CEll se observé desorganizacion y muerte celular (figura 21A y 21B).

Figura 21. Micrografias Electronicas de Transmision de las Células CEll Obtenidas en la
Fase Estacionaria de Crecimiento. A) muestra obtenida después de 24 hrs. de culfivo
en donde se observa desorganizacién celular generalizada. B) muestra obfenida a
las 48 hrs. de cultivo en donde se observan varias células muertas. N, ndcleo; P,
peroxisoma; M. mitocondria; V, vacuola. La barra representa 0.5 um.

Se andlizd la cinética de crecimiento celular en metanol, la
capacidad de utilizacion del metanol y se determind la actividad
especifica de AOQ y la de catalasa. Se obtuvieron resultados muy similares
a los obtenidos para las células CEl (figura 22 y tabla 4).
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Figura 22. Cinética de Crecimiento Celular y Utilizacion de Metanol por las
Células Control (A.A) y Células CEll (@.0). Cada valor representa la media
de tres determinaciones + DS.

TABLA 4

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALCOHOL OXIDASA Y CATALASA EN CELULAS CONTROL Y

CELULAS EXPERIMENTALES TIPO I
TIEMPO (hs.) ALCOHOL OXIDASAS CATALASA
Células CEll Células Control Células CEll Caluias Control
0 0 0 2.80:0.20° 300010
4 0.6540.10 072:0.20 98.0042.20 102.00£1.80
8 1.60:0.20 2.8040.10 156.00£1.20 158.001.40
12 270403 O 4.6040.80 182.00£1.40 178.00+2.10
24 2804020 5.001.20 193.00£2.20 186.0013.50

Lo actividad de alcohol oxddasa se expresa come Unidades*mg pwtehd' y la de catdlasa como

-l <
AP, 0. MIN. *mg proteina
"Coda valor representa la media de tres detemninaciones + DS.
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En las figuras 23, 24, 25 y 26, se observa que las células CEll son
capaces de crecer en otras fuentes de carbono y nitrdgeno, aunque es
evidente que la cinética de crecimiento est& disminuida en los cultivos
con etanol, metilamina y glicerol; estos son substratos que requieren de la
presencia de enzimas peroxisomales para su metabolismo.

10 ¢

Fgura 23. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Conftrol
(—) y Celulas CEll (—) en Glucosa/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS,

10
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20 24

Figura 24. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) v Celulas CEll (—) en Etanol/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS.
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Figura 25. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
(—) vy Ceélulas CEI (—) en Glucosa/Metilamina. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS,

FAgura 26. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control
() y Células CEll (—) en Glicerol/Sulfato de Amonio. Los valores
representan la media de tres experimentos + DS.
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La figura 27 muestra el andlisis inmunocitoquimico para la AO, en
donde se observa que la enzima se localiza dentro de los peroxisomas, o
que indica que el importe de esta profeina no esta afectado.

Con estos resultados, se establecid que las células CEll también
presentaron disfuncién peroxisomal.

Figura 27. Micrografia Electronica de Transmision del Andlisis Inmunocitoquimico para
AO en las Células CEll. Las células se pre-cultivaron en glucosa al 05 % y
posteriormente se transfirieron a medio con metanol al 0.5 %. Muestra obfenida
después de 4 hrs. de cultivo en donde se observa la localizacién de la AO dentro del
peroxisoma. N, ndcleo; P, peroxisoma; M. mitocondria; V, vacuola. La barmra representa
0.5 um.
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3.5.1 Andlisis Genético

Para establecer sl Ia disfuncidon peroxisomal que presentaban [as
células CEl y los células CEll se debia a un defacto genético, se
redlizaron experimentos de apareamiento, complementacion y andilisis
de esporas al azar. Para tal efecto, se obtuvo una cepa de células CEl
con marcador auxotrdfico.

3.5.1.1 Obtencidn de Células CEl con Marcador Auxotrdfico ura'.

Despues de que [as células CEl se incubaron en presencia de &-
FOA v las colonlas resistenftes a este compuesto se replicaron en medio
selectlvo, se obtuvo una colonia que mostrd un fenotipo Mut'ura, es

decir incapaz de crecer en metanol € inCapaqz de crecer en ausencid
de uracilo {(auxotrdfica para uracilo).

3.5.1.2 Ensayos de Complementacidn y Andlisis de Esporas al Azar.

Para establecer sl el defecto que presentaban las células CEl
(crecimiento deficiente en metanol: Mut™ ) era complementado por las
células CEll, se realizaron experimentcs de complementacion genética.
Las células diploldes que se obtuvieron de la cruza entre las cepas CEl
Mut ura” y CEll Mut leul-] crecleron normalmente en metanol a ia misma
velocidad que las células control; asi mismo, las células diploides
obtenidas de la cruza entre las cepas CEl Mut'ura y CEIl Mut'leul-1 con

sus respectlvas cepas lsogenéficas que contenian marcadores
complementarios, Crecieron normdalmente en metanol (sin marcadores;
uracilo o leucina). Estos resultados Indicaron que no hubo
complementacion enfre ambas cepas CEl y CEll,

Por otro lade el andlisis de esporas al azar, mostrd que el 74 % de la
progenie crecid normaimente en metandl, 0 que indicd que el defecto
en ambas cepas es de caracter recesivo y ademas confirmd que no se
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complementan entre ellas. La tabla 5 muestra el nimero de casos con
respecto al fenotipo observado.

TABLA S
ANALISIS DE ESPORAS AL AZAR

FENOTIPO CASOS

leu Mut 6

Jeu Mut’ 35

ura Mut’ 8

ura Mut* 7
uraleu Mut’ 10
uraleu Mut* 34

TOTAL 100




CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabagjo permiten aceptar
la hipdtesls de frabajo propuesta, ya que se aislaron dos cepas de la
levadura M. polvmophia con disfuncidn peroxisomal, despuss de redlizar
cultivos en presencia de una dosis no letal (6 pg/mL) de peroxisomicina
Al

En la presente investigacion no se conslderd el establecer |a
capacidad mutagénica de la peroxisomicina A1, Sin embargo, es una
dudda que hasta el momento permanece y obliga a cuestionar: ¢es la
peroxisomicina A1 un agente mutdgeno?. Por o anterior, es impaortante
senaiar los posibles mecanismos por 10s cudles Ia peroxisomicing Al
podria causar disfunclon peroxisomal en células de AHansenula
palyrmonofia {figura 28).

1. La peroxisomicing Al podria donar directamente g la membrana del
peroxisoma, el cual seria incapaz de dividirse. Las células con peroxisomas
danados, darian lugar ¢ celulas con deficiencia peroxisomnal,

2. La peroxisomicing Al podria afectar a la informacion genética relacionada
con lg maguinaria encargada de ka sintesis de proteings percxisomales. Este
dano podria causar gusencia total o parcial, ¢ disfuncidn total o parcial de
aigunads) proteinads) necesanals) para ka adecuada formacion de nuevos
peroxisomas (por fisidn de peroxisomas preexistentes). El dano podria
traducirse en lo produccién de 1) células deficientes en peroxisomas ¢ ii)
células con peroxisomas anormalaes debido a la incorporacion de proteinas
dlteradas a los nuevos peroxisomdas.
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POSIBLE MECANISMO 1
EFECTO DIRECTO SOBRE LA MEMBRANA
PEROXISOMAL

PEROXISOMICINA A1

PEROXISOMA DANADO
INCAPAZ DE DIVIDIRSE

POSIBLE MECANISMO 11
EFECTO SOBRE EL GENOMA NUCLEAR

CELULAS CON PEROXISOMAS
ANORMALES O DEFICIENTES EN
PEROXISOMAS

Figura 28. Esquema de los Mecanismos Posibles de Disfuncidn Peroxisomal Inducida por
Peroxisomicina A1 sobre Células de Hansenula polymoipha. Se infiere que los
experimentos deberdn ser redlizados bajo condiciones de cultivo en las cuales las
células deberdn presentar solo un peroxisoma. M, mitocondria: P, peroxisoma: N,

ndcleo.
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Con base al esquema anteriormente expuesto, s& redlizaron
cultivos de dos cepas de la levadura Hansenula polymorpha (CBS 4732 y
NCYC lsul-1), en presencia de § ug/mlL de peroxisomicina A1 y se
aislaron dos cepas que presentaron incapacidad para crecer
eficientemente en medio de cultivo sdlido con metanal {agar YNM).

Las cepas aisladas se dencminaron comeo celulas experimentales
tipo | (céluias CEl) vy células experimentales tipo I {células CEll). La
incapacidad de estas cepas para crecer de manera eficiente en
metanol, Indicd de manera indirecta, que podria tratarse de una
disfunclon peroxisomal inducida por la peraxisomicing Al, por lo que
ambas cepdas se caracterizaron desde el punto de vista morfoldglco,
fisiologico y bioquimica.

Las celulas CEl y las células CEll se cultivaron en medio con
metcnol y presentaron las siguientes caracteristicas: 1) peroxisomas
anormales en morfologia y ndmer, i) actividad de la AQ disminuida en
un 50 %, i) blomasa en los cultivos liquidos con metanol
significativamente disminuida y iv) utilizacidn deficiente del metanol.

La incapacidad de estas células para crecer en metanol, se
demostrd al realizar cultivos en medio liquido con metanol (YNM). La
determinacion de |la densidad éptica de los cultivos de estas células
mostrd valores significativamente menores que 1os obtenidos para as
células control (figura 9), lo que explica que el tiempo de generacidn
obtenido para estas células fuerd mayor (t,=6), que el de las células
control (t4=4).

Se observd que durante los cullivos liquidos, ias células CEl y las
ceélulas CEll se caracterizaron por la incapacidad para utllizar
gficientemente el metanaol (figura 9), sin embargo al cultivar ias células
bgojo condiclones quimiostaticas (en mezcla glucosa/metanol). se
demostrd que estas células utilizaron ambos substratos, ya que se
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observd un incremento en la biomasa comparable a la del cultivo
contral (figura 15).

Estos resultados indican, muy prolbablements, que los dos tipos de
células utillzaron la glucosa como fuente de carbono y el metanal como
una fuente adicional de energic. Lo anterior sugiere que: |} en estas
células se lleva a cabo de manera eficiente la via de desasimilacion
citosdlica del formaldehido (figura 29), y que i) el creclmiento de ambas
cepas en cullivos liquidos con metanal comao Unica fuente de carbono y
energia, experimenta desventajas energéticas especiticas, en particutar
en el catabolisma del metanol. Esas desventajas podrian estar mdas
relacionadas con ung disfuncidn peroxisomal que con otras fallas en el
metabolismo intermediario del metanal,

Una probable explicacidon a estos resultados, podria estar
relacionada can el papel de los peraxiscmas en el metabeolismo del
metanol, que baqjo condicliones normales estd representado
principalmente por tres eventos (figura 29): i) a oxidacion inicial del
metanol por la AQ con la subsecuente produccion de formaldehido y
perdxido de hidrégeno (H,O,), i) la descompasicion del H,QO, por [a
catalasa y de manera muy impaortante, i) la propiedad de 1a membrana
peroxisomal en la regulacidn del flujo de! farmaldehido hacia la via de 1o
desasimilacion, pard la produccidon de snergia, o hacia la asimilacion,
para la produccion de blomasa.
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Figura 29. Representacion Esquemdtica de la Compartamentalizacion y la Funcién de
los Peroxisomas en el Metabolismo del Metanol en Hansenula polymorpha. 1.
formaldehido deshidrogenasa, 2. formato deshidrogenasa, 3. formaldehido reductasa,
4. glutatién reductasa, 5. oxidacion del glutation.

Las propledades de permeabilidad de la membrana peroxisomal
se basan en la capacidad de la membrana para impedir el flujo libre de
ciertos compuestos como la xilulosa-5-P (xu-5-P)*°, por lo que seria
esencial la presencia de un gradiente de pH a través de la
membrana®*®, o que permitiria el fransporte de xu-5-P desde el citosol

hacia la matriz peroxisomal.

La distribucién del formaldehido hacla cualquiera de las dos vias
(asimilacidn/desasimilacién) depende del estado energético de las
células. Con base a lo anterior, es de importancia considerar que en
relacion al estado energético de Ia células, se pueden presentar dos
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posibilidades: [). Una posiblidad seria aquella en la que sl los niveles de
ATP cltosdlico fueran adecuados, s& mantendria una fuerza motriz de
protones a través de la membrana peroxisomal, lo que pemmitiria [a
eficiente produccidén y fransporte de xu-5-P, con la consecuente
asimilacion del formaldehido para la produccidn de biomasa (figura 29).
En el caso contrarlo, st las condiciones fisioldgicas de la célula fueran
tales que el nivel energdlico estuviera muy por debagjo del normal, esto
causaria una disminucidn de xu-5-P y su transporte hacia el peroxisoma
no seria posible. Esta reduccidn en la fljiacidon del formaldehido
peroxisomal causaria un aumento en la velocidod de difusion del
formaldehido desde el peroxisoma hacia el citosol, en donde éste se
aceplaria con el glutation (GSH) cltosdlico para la via desasimilatoria, 1o
que causaria un aumento en los niveles de ATP en la célula, sin
embargo. esto provacaria una baja produccion de bicmasa.

Ademds, Ia membrang peroxisomal desempena un papsel
importante come barrera para el GSH citasdlico. La presencia de GSH es
esenclal para mantener el crecimiento de las células en metanol debido
a que el formaldehido, en su forma libre, no es substrato para la
formaldehido deshidrogenasa. sino su hemimercaptal, el S-
hidroximetilglutation!4? (GS-CH,OH). y on esta forma no es accesible
para la via aslmilatoria (reaccion catalizada por o dihidroxiacetona
sintasa)®.

Es importante también precisar que, en condiciones normales, 1a
degradacion del H,O, por la catalasa se debe redlizar dentro dsl
peraxisoma, de esta forma se previene que la degradacion se lleve a
cabo por medio de otros procesos (cltocrome ¢ peroxidasa © glutation
peroxidasa) que consumen mas energia, lo que provoca una reduccian
de Ia biomasa®.

Las caracterlzacidon de las células CEll y células CEll durante
los cultivos con metanol sugirid que la disfuncidn peroxisomal podria
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estar relacionada en parte, con una posible alteraclén en la membrana
peroxisomal. Lo anterior se fundamenta en la aberracion morfoldgica de
los peroxisomas que se observd en estas células, y resulfé mdas
convincente Al observar dlrededor de los peroxisomas membranas pre-
autofagicas, gque posteriormente se fuslonaron con [a vacuola, en donde
ocurri¢ la degradacién de los organelos. La degradacidon de
peroxisomas se observd después de 8 hrs. de cullivo en metanal, tiempo
en el que los peroxisomas se multiplicaron y también aumentaron de
tamano, sin embargo, se demosttd que en particular los peroxisomas
grandes y maduros fueron sujetos a degradacion, observéandose con
frecuencia células que contenian algunos peroxisomas relativamente
pequefos en conjunto con unNo O POCOos peroxisomas grandes en
diferentes estados de degradaclon. La degradacion peroxisomal se
observé con mayor frecuencia después de 12 trs. de cultivo en metanal,
lo que ocaslond a maycres tiempos de cultive una desorganizacidon
cslular generdlizada gue finaimenite provocd la musrte celular.

Estas observaciones permitioron apoyar la hipdtesis de (a
disfuncidon peroxisomal, ya que si la membrana peroxlsornal es ancrmal
serg incapaz de balancedar de manera adecuada el flujo del
formaldehido, y en calncidencia con las observaclones mencionadas
anteriormente, el formaldehido se acoplaria al glutation (GSH) para
formar S-formilglutation. Este Gifimo, como ya se expuso, no as substrato
para ta DHAS, por consiguiente, sl existiera una pequena cantidad de
formaldehido libre. éste se utllizaria para la via de la asimilacion
(produccion de biomasa). Por el contrario, el S-formiiglutation es
substrato para la via de la desasimilacidon, 10 que resulfaria en ia
generacion de NADH vy este se utilizaria para ta produccion de ATP por la
via mitocondrial. Esto podria explicar en parte la capacidad disminuida
de las células CEI y de 1as células CEll para utilizar el metanol como Gnica
fuente de carbono y energia.
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En el cultivo gquimiostatico para células CEl y células CEll, también
s& observdé una elevada tasa de rscambio peroxisomal, paor
consecuenciaq, las células contenion un ndmere menor de peroxisomas,
lo que coincidld con la disminucion en la actividad especifica de AQ
(2.2 Umgeproteina) que se determind en los extractos (ELC), Estos
hallazgos. coinciden con los obtenidos por Titorenko y cols.#¥7° en
estudios realizados en células mutantes deficientes en la utilizacién de

metanol (Mut), en particular en células mutantes pss. Estas ceélulas se

caracterizan por presentar anormalidades en la morfologia peroxisomal,
lo que causa que en los cultivos con metanol se observe ung elevada
tasa de recambio de los peroxisomas en estas células mutantes.
Titorenko y ¢ols, sugleren que Ia disfuncidn peroxisomal de 1as células

mutantes pss muy probablemente sa debe a un defecto en las

propledades de transporte de Ia membrana peroxisomal, en particular,
a la pérdida de la fuerza motriz de protones a través de la membrana,
ya que se demostrd que todas las enzimas involucradas en el
metabolismo del metanol estaban presentes y activas en su sitio
correcto, es decir dentro del peroxisoma, sin embargo se observd unda
elevadda tasa de recambio peroxisomal.

Vvan der Kiei y cols.” obtuvieron una respuesta similar después de
que cuttivaron ceélulas de H. polymorpha en metanal y posteriormente se
incubaron en presencia de iones cianuro, enh donde se observd
degradacion de peroxisomas. Los autores sugieren que los iones cianuro
provocan la inactivacion Irreversible de la AQ, ya que al fransferir las
células que estuvieron en presencia de cianurg, a medio con metanol
en ausencia de cianuro, se abservd degradacion de los peroxisomas
que contenian AQ inactiva, observéndose de manera simultdnea
desarollo de nuevos peroxisomas (por fisidn de los peroxisomas no
afectados).
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Las observaclones anteriores sugleren que la degradacion de
peroxisomas es un proceso gue requiere de un confrol muy preciso’™y
que las sefidles que inician el proceso de recambio de peroxisomas, no
estan dirgidas contra las proteinas de matriz, sino hacia ia membrana
peroxisomal®, Los autores suponen que este sistema de fraduccion de
sefiales provee @ las células la capacidad para identiflcar a los
peroxisomas que deben ser degradados.

Lo anterlor sugiere que la slevada tasa de recamblo peroxisomal
observada en las células experimentales podria atribuirse  la morfologia
aberrante que estos organelos presentan, y podria explicar los valores
disminuidos en la actividad de la AO obtenidos en los cultivos. Ademds,
estos hallazgos coinciden con los descritos por van der Klel y ¢ols., 1o que
sugiere que probablemente en las células experimentales |a
degradacidn no esta dirigida en contra de ia AQ, ya que se demostro
por citoguimica, que los peroxisomas fanto intactos como aquellos en
praceso de degradaclon contenian AQ acliva.

Por otro lkado. el andlisls gendtico reveld que ambas cepas
afectadas, no se camplementan entre ellas. Esto no necesariamente
significa que el dafecto en ambas cepds es recesivo y en diferentes
genes, aunque €5 la explicacibn mas adecuada a los resultados
obtenidos, kos que coinciden con los obtenidos por Titorenko y cols.$%
Estos investigadares cbservaron que las mutaciones en diferentes alelos
de los mismos genes en celulas mutantes deficlentes de peroxisomas, no
so complementaban entre ellas. y concluyeron que se debia a que las
células mutantes presentaban diferentes frecuencias de recombinacidn.

Deblido a que en el presente trabagjo solamente se obtuvieron dos
colonias Mut™ (deficientes en la utilizactdn del metanol) después de Ia

expasicion a la peroxisomicina A1, esta baja frecuencia podria
intferpretarse como un evento que representa mutaciones espontdneas.
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A este respecto, el genaoma de las cepas de Hansenula polymaorpha que
so utlizaron, tienen la caracteristica de ser rmuy estables, y la
probabliidad de que se presenten mutaciones es muy escasa, bdjo
condiciones normales de laboratorio.

Por otro lado, es importante mencionar que existe en la literatura
por lo menos un reporte en el que se demuestra que un medicamento
con estructura que presenta clertas semejanzas can la estructura de la
peroxisomicina Al, es ¢capaz de afectar la proliferacidn peroxisomal en
células de levadura’. La adrdamicina (clorhldrafo de
doxorrubucina; ADRIAMYCIN, RUBREX) es un antibldtico antraciclinico
gue se cuenta entre los agentes antitumoradies mdas importantes. Este
medicamento posee una estructura anular tetraciclinica con fracciones
de quinona e hldroxiantraguinonda en anillos vecinos, |0 que ia hace
tener cierta semejanza estructural con la peroxisomicina Ar. Keyani y
COls. sugigren que la adriamicina causa una mutacion en la magquinana
de proliferacion peroxiscmal. Por lo tanto, no se puede descartar la
posibilidad de que la peroxisomicing Al tenga 1o capacidad de causar
un efecta mutagénico sabrg ceélulas de levadura. En este sentido,
solamente se puede especular que el crecimiento lento irreversible que
presentaron las células CEl y CEIl durante |os cultivos en metanol podria
atribuirse a que la peroxisomicina Av probablemente causdé una
mutacldn. Esta mutaclon podria inducir la sobreexpresion (o represion)
de un gen especifica que ftendria [a capacidad de causar que las
células experimentales presenten una alta resistencia a la peroxisomicing
At &l fenotipo de resistencia a multidrogas debido a la sobreexpresion
de ciertos genes ha sido ampliamente documentado™. Se ha descrito
una amplia red de genes de levaduras Involucradaos en este fenomeno.
Esta red de genes pertenecen a la superfamilia del cassette de unidon a
ATP que funclonan como una bombda de flujo de medicamentos. Uno
de estos genes, el PALI, codifica para una proteina esenclal para ka
funcion peroxisomat’™.
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Con base al gsquema que se presenta en la figura 28, la
informaclion obtenida en este trabgjo, permite sugerr que la disfuncién
percxisomal de |as células experimentales, no as producto de un dano
directo a la membrana peroxisomal (mecanlsmo [), ya que no se
obtuvieron células con deficiencia total de peroxisomas. Es importante
senalar que los experimentos se llevaron a cabo bajo estrictas
condiciones de cultivo en las cudles Ias células presentaron un $olo
peroxisoma. Con lo anterior no se descarta totalimente el primer
mecanismo, debido a qus al incubar células en presencia de
peroxisomicina A1, se observd en algunas celulas fragmentacion de la
membrana peroxisomal (flgura 4 y figura 18) similar a la reportada por
Sepllveda y cols.”. Este hallazgo, sugiere que el dano selectivo e
irreversible sobre la membrana peroxisomal, es un evento reproducible y
ademds confirma que el peroxisoma es el organelo blanco de la
peroxisormicina Al en células de levadura.

tas cepdas con disfuncion peroxisomal inducida por la
peroxisomicina A, alsladas y caracterizadas en este trabajo constituyen
un organismo modelo para redlizar diferentes estudios relacionados con
la biogénesis y Ia funcidn peroxisomal.



CAPIMULO 5

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES

5.1 CONCLUSIONES

. Se acepta la hipdtesls de trabagjo prapuesta:
*Si el dano producido por Ig peroxisomicing A1 sobre la integridad
peroxisomal a una dosis no letal fuera reversible, seria  posible
obtener células con disfunciéon peroxisomal.”,

. El dano selectivo e irreversible sobre la membrana peraxisomal en
levaduras inducido por g peroxisomicina Al, s un evento
reproducible y confirma que el peroxisoma es al organelo blanco de
la peroxisomicing Al en células de levadura.

. Se alslaron des cepas de Hanssenula polymorpha con disfuncion
rperoxisomal después de incubar células en prosencia de una dosis de
peroxisomicina A1 de 5 pg/mt de cuttiva.

. Los datos obtenidos en este trabgjo Iindican que la disfuncion
peroxlisomal probablemente fue producto de un dano al genoma de

las celulas, sin embargo:

. No se descarta la posibilidad de que la peroxisomicina A1 cause
disfuncidn peroxisomal por dano directo a la membrana peroxisomal.
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5.2 PERSPECTIVAS

Las cepas aisladas en este trabgjo representan un organismo
modelo para redlizar los siguientes estudios:

1. Obtencion de informacidén sobre el mecanismo de accidén de la
peroxisomicina A1 sobre los peroxisomas.

2. Caracterizacion molecular de la disfuncidn peroxisomal de kas células
CEly CEll,

3. Andlisis del efecto de compuestos relacionados estructuralmente con
la peroxisomicina Ar sobre las células CEl y CEll.

4. Investigeidn sobre la capacidad mutagénica de la peroxisomicina Al
en levaduras.

5.3 CONTRIBUCIONES

Las cepas aisiadas en este frabgjo se ufilizaron para redlizar
estudios en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Groningen, Holanda. En estos estudios se
aisié un fragmento gendmico que e€s capaz de complementar la
incapacidad de las células CEll para crecer en metanol, devolviéndole
la capacidad de formar peroxisomas normales tanfo en nimero como
en morfologia (Vargas, Z. R. y cols. 1998, Toxicon, en prensa).
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