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RESUMEN 

Marta Graciela Ortega Martínez Fecha de Graduación: Septiembre del 2002 

Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 

Título del Estudio 

Número de Páginas: 117 

Area de estudio: Morfología 

Propósito y Método de Estudio: Previamente se ha demostrado que la Peroxisomicina 
A l (PA1), una toxina aislada de las plantas del género Karwínskia, causa ruptura de la 
membrana peroxisomal en levaduras metilotróficas. El objetivo general de este trabajo 
fue analizar el efecto de la PA1 a una concentración no letal de 2 ng/mL sobre la 
proliferación de los peroxisomes y el importe de proteínas de matriz peroxisomal a 
tiempos de exposición breves en Cand/da boidinii. Para esto se realizaron cultivos de 
C. boidinii en presencia y ausencia de PAI . A partir de estos cultivos se determinó el 
tiempo de generación de la levadura, se evaluó su infraestructura, la presencia y 
localización de las enzimas de matriz peroxisomal y la actividad de la alcohol oxidasa 
en las fracciones celulares aisladas de esta levadura. 

Conclusiones y Contribuciones: La PAI a una dosis no letal no afecta la proliferación 
peroxisomal en las generaciones analizadas de C. boidinii no expuestas a PAI pero 
provenientes de un cultivo inicial expuesto a este compuesto. Sin embargo, estas 
células presentan daño peroxisomal. La PAI a la concentración utilizada causa 
degradación peroxisomal tanto en células de C. boidinii directamente expuestas a este 
compuesto, como en las generaciones provenientes de estas células. La PAI a la 
concentración utilizada no afecta el importe de proteínas de matriz peroxisomal a 
tiempos de exposición breves de C. boidinii a este compuesto. Los resultados de este 
trabajo contribuyen al aumento del conocimiento sobre el mecanismo de acción de 
PAI . 
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CAPITULO UNO 

INTRODUCCION 

1.1 El género Karwinskia y sus compuestos tóxicos. 

El género Karwinskia pertenece a la familia Rhamnaceae. Está 

constituido básicamente por arbustos y árboles pequeños, los cuales 

se encuentran tanto en zonas tropicales como en áreas desérticas. 

Este género incluye cerca de 15 especies que se han encontrado 

desde Texas, E.U.A. hasta Colombia (1,2). La especie más común en 

México es Karwinskia humbo/dt/ana, cuyo fruto produce cuando se 

ingiere, una polineuropatía progresiva en animales y el hombre (3). 

Dreyer y cois, aislaron y caracterizaron de las semillas de los frutos de 

esta planta cuatro antracenonas diméricas responsables de sus 

propiedades tóxicas, las cuales, de acuerdo a su peso molecular, 

fueron denominadas T496, T514, T516 y T544. Estas toxinas son 

compuestos químicos cuya estructura consiste de dos monómeros, 



cada uno constituido por tres anillos bencénicos fusionados 

(antraceno), con un grupo cetónico como sustituyente (4). 

1.2 Actividad biológica de los compuestos tóxicos de Karwinskia. 

Desde el año de 1981, en el Departamento de Farmacología y 

Toxicología de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma 

de Nuevo León, se inició una línea de investigación con el propósito 

de estudiar la actividad biológica de los compuestos 

antracenónicos aislados de las plantas del género Karwinskia. 

Inicialmente, el método de extracción de las toxinas a partir del 

fruto, descrito por Dreyer y cois., fue simplificado y optimizado por 

Guerrero y cois. (5). 

Waskman y cois, realizaron un análisis químico y toxicológico de 

algunas especies del género Karwinskia. Los resultados de estos 

estudios demostraron que todas las plantas analizadas son tóxicas y 

su toxicidad recuerda cualitativamente a la intoxicación aguda con 

K. humboldfiana, aunque hay diferencias cuantitativas. Todas las 



especies analizadas se caracterizaron por la presencia de 

compuestos antracenónicos, los cuales son las sustancias 

responsables de la toxicidad en K. humboldtiana (6). 

Bermúdez y cois, demostraron que la T544 es responsable del efecto 

neurológico observado en la intoxicación, mientras que la T514 

causa daño severo al pulmón, riñon e hígado, induciendo en este 

último depósitos intracelulares de grasa y necrosis. La T496 

solamente produce diarrea cuando se administra oralmente a 

animales (3). 

Después de estos estudios, en los cuales se demostró la 

hepatotoxicidad de las toxinas in vivo, Garza y cois, evaluaron y 

compararon la citotoxicidad in vitro en cultivos primarios de 

hepatocitos de rata y queratinocitos. Respecto a la T514 los 

resultados coincidieron con lo observado in vivo, demostrándose 

además que la T514 causa mayor toxicidad hepática que la T544 in 

vitro (7). 



Piñeyro y cois, demostraron por primera vez que la T514 exhibe 

toxicidad selectiva sobre líneas celulares de origen neoplósico, por 

lo que propusieron el uso de esta toxina como agente 

antineoplásico (8). Debido a lo anterior, se solicitó una patente para 

su uso, la cual fue otorgada primero por la Comunidad Económica 

Europea (9) y recientemente por los Estados Unidos de Norteamérica 

(10) y Japón (11). 

Debido a que el mecanismo de acción de la toxicidad selectiva de 

la T514 aún se desconoce, en los últimos años se han llevado a cabo 

diversos estudios bioquímicos y morfológicos con el propósito de 

obtener información acerca del mismo. Estudios morfológicos 

realizados por Sepúlveda y cois., demostraron que uno de los 

efectos observados durante la intoxicación experimental con T514 

en monos y ratas es una marcada disminución en el número de 

peroxisomas presentes en hepatocitos (12). Estos resultados 

sugirieron que el peroxisoma es el organelo blanco de la T514. 



1.3 Peroxisomas. 

1.3.1 Generalidades. 

Los peroxisomas son organelos presentes en todas las células 

eucarióticas. Se caracterizan por tener una morfología 

relativamente simple. Contienen una matriz proteínica rodeada por 

una sola membrana. Llevan a cabo diversas funciones metabólicas 

dependiendo del tipo celular. Entre las reacciones enzimáticas que 

se llevan a cabo en los peroxisomas se encuentra el metabolismo 

del peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual es degradado por la 

catalasa, considerada como una enzima marcadora peroxisomal 

(13). 

La importancia del peroxisoma para el humano fue demostrada a 

principios de los años 70, cuando se describió por primera vez un 

nuevo grupo de enfermedades hereditarias de tipo neurològico de 

pronóstico letal, las cuales se caracterizan por una función 

peroxisomal deficiente, debido en algunos casos a la ausencia o 



disminución del organelo mismo y en otros casos debido a la función 

deficiente de una o varias enzimas peroxisomales. A estos trastornos 

hereditarios se les ha llamado "Enfermedades peroxisomales" y entre 

ellas se incluyen el síndrome de Zellweger y la Adrenoleucodistrofía 

(14). 

1.3.2 Biogénesis peroxisomal. 

El primer modelo de biogénesis peroxisomal establecía que dichos 

organelos se originaban mediante gemación del retículo 

endoplásmico (15). Posteriormente, Lazarow y Fuj'iki después de 

extensos estudios, establecieron que las proteínas de membrana y 

de matriz del peroxisoma se sintetizan en los polimbosomas libres y 

son integradas postraduccionalmente a los peroxisomas 

preexistentes, los cuales crecen y por fisión forman nuevos 

peroxisomas (16). 

El modelo actual que describe la biogénesis de los peroxisomas, 

integra en cierta forma los dos modelos anteriores. Ahora se acepta 



que algunas proteínas peroxísomales, principalmente de membrana 

(peroxinas), son transportadas al peroxisoma a través de vesículas 

originadas del retículo endoplásmico. Otras proteínas de membrana 

y las de la matriz se importan postraduccionalmente al peroxisoma, 

o bien incorporándose en las vesículas provenientes del retículo 

endoplásmico. El último paso de este modelo Integrado consiste en 

que los peroxisomas se originan de organelos preexistentes, tal como 

se propuso en el modelo de crecimiento y división de Lazarow y Fujiki 

(Fig. 1). La existencia de una vía mediada por vesículas del retículo 

endoplásmico a los peroxisomas, abre la posibilidad de que estos 

organelos puedan asimismo originarse de novo (17). 

1.3.3 Proliferación peroxisomal. 

Existe un modelo propuesto por Veenhuis y cois. (18) que describe la 

proliferación de los peroxisomas en C. boidinii. 

La mayoría de las células de C. boidinii cultivadas en glucosa 

poseen de 2 a 5 peroxisomas, redondos o irregulares, de 0.1 a 0.2 nm 
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Proteínas 
de matriz 

Figura 1. Modelo Integrado de la biogénesis peroxisomal. 
Además de las rutas de transporte del citosol a los peroxisomas 
de proteínas de membrana (2) y matriz (3) peroxisomales, una 
subclase de proteínas de membrana peroxisomal podrían ser 
dirigidas a los peroxisomas a través del retículo endoplósmico 
(1). El transporte anterogrado mediado por vesículas de 
"peroxinas tempranas" del retículo endoplósmico a los 
peroxisomas (a) y el transporte retrogrado mediado por 
vesículas de los peroxisomas al retículo endoplósmico (b), 
podrían ser características nuevas de la biogénesis peroxisomal 
que habría que agregar al modelo original de crecimiento y 
división. (Kunau, W-H. and Erdmann, R. 1998. Curr Biol. 8:R299-
R302). 



de diámetro, los cuales carecen de inclusiones cristalinas y se 

encuentran distribuidos al azar en la célula. Existe sólo el 0.5% del 

total de la proteína de membrana peroxisomal PMP47 que se 

encuentra en células cultivadas en metanol. 

Cuando estas levaduras son cultivadas en medios conteniendo 

metanol como única fuente de carbono, se induce la síntesis de 

PMP47, existe alargamiento y gemación de uno de los pocos 

peroxisomas pequeños existentes al inicio, y no hay inducción de las 

proteínas de matriz alcohol oxidasa (AOX), dihidroxiacetona sintasa 

(DHAS) o la proteína de membrana peroxisomal PMP20. 

A las 2.5 horas de inducción con metanol se inicia la proliferación 

del organelo. El número de peroxisomas se incrementa y aumenta la 

concentración de PMP47. En el periodo de proliferación tardía se 

inducen bajos niveles de proteínas de matriz AOX, DHAS y la PMP20. 

Después de 2.5 horas el número de peroxisomas ha alcanzado un 

valor máximo, y posterior a este punto hay una disminución en el 



número de peroxisomos causado por el movimiento de estos hacia 

las yemas durante el proceso de gemación de las levaduras. El 

volumen de cada peroxisoma rápidamente se incrementa como 

resultado del importe de varias proteínas de matriz y de membrana 

o de la fusión de vesículas precursoras. 

Estos datos indican que la proliferación peroxisomal en la primera 

etapa no es debida al importe de proteínas de matriz. Es probable 

que la expansión de la membrana peroxisomal, acompañada por el 

ensamble de proteínas de membrana como PMP47, es un evento 

primario en el desarrollo peroxisomal. 

1.3.4 Importe de proteínas hacia los peroxisomas. 

A diferencia de las mltocondrias, los peroxisomas carecen de DNA, 

por lo que las proteínas de membrana y matriz peroxisomal son 

codificadas por genes nucleares (19). 



De acuerdo al modelo aceptado de la biogénesis peroxisomal, se 

predice la existencia de señales de dirección peroxisomal y de una 

maquinaria molecular que reconocería dichas señales. PTS-l es un 

tripéptido C terminal conservado que se encuentra en numerosas 

proteínas de matriz peroxisomal. PTS-2 es una secuencia de once 

aminoácidos que sólo se ha identificado en la proteína de matriz 

peroxisomal 3-cetoacil CoA tiolasa (13, 20). A la fecha se han 

caracterizado los receptores Pex5p y Pex7p, los cuales reconocen 

PTS-l o PTS-2, respectivamente. Por otra parte, se ha identificado 

una señal de dirección peroxisomal para proteínas de membrana, 

aunque no se ha caracterizado en detalle (17). 

1.4 Las levaduras como modelo para el estudio de la función y 

biogénesis peroxisomal. 

Las levaduras representan un modelo muy adecuado para el 

estudio de la función y biogénesis peroxisomal, ya que en ellas se 

puede inducir la proliferación de peroxisomes al manipular las 

condiciones de cultivo (21). 



El cultivo en medio con metonol como única fuente de carbono da 

como resultado la inducción de la proliferación de los peroxisomas 

(Fig. 2). Estos organelos contienen en su matriz enzimas que catalizan 

las reacciones iniciales del metabolismo del metanol: la AOX, la 

DHAS y la catalasa. Tal es el caso de las levaduras metilotróficas 

como Candida boidinii, Hansenula polymorpha y Pichia pastorís (22-

25). 

1.5 Estudios previos del efecto de la T514 sobre los peroxisomas de 

levaduras metilotróficas. 

Con el propósito de investigar si realmente el peroxisoma constituye 

el organelo blanco de la T514, Sepúlveda y cois. (26) realizaron 

estudios in vivo con las levaduras H. polymorpha y C. boidinii 

cultivadas en medio con metanol como única fuente de carbono y 

expuestas a diferentes concentraciones de la toxina. Los 

experimentos indicaron un efecto dosis-respuesta, a los 10 minutos a 

una dosis de 50 pg/mL se observó un daño generalizado a las 

células, lo que dio como resultado la muerte de las levaduras. 



Figura 2. inducción de la proliferación de peroxlsomas en 
C. boidinii. El cultivo de las levaduras metilotróficas en 
medio con metanol como única fuente de carbono da 
como resultado la inducción de los peroxisomas. Estos 
organelos contienen en su matriz enzimas que catalizan las 
reacciones iniciales del metabolismo del metanol. 
(Veenhuis, M. and Harder, W. 1982. Annals New York 
Academy of Sciences, pp: 201-213). 



En presencia de una concentración no letal de 2 pg/mL el desarrollo 

de los cultivos cesó inicialmente, pero se restableció en un periodo 

de 4 hrs. A nivel subcelular se observó fragmentación de la 

membrana peroxisomal, lo que condujo a la salida del contenido 

enzimótico (Fig. 3). Esto se demostró por medio de 

inmunocitoquimica con anticuerpos específicos anti-alcohol oxidasa 

y proteína A marcada con oro coloidal. 

Asimismo, se observaron agregados citosólicos, en donde se 

detectó la presencia de la AOX y la DHAS por inmunocitoquimica 

(Fig. 4). El daño peroxisomal fue irreversible, ya que los organelos 

afectados fueron degradados en la vacuola autofágica. 

Debido a estos hallazgos que demostraron el efecto de la T514 sobre 

los peroxisomas de levaduras se ha renombrado a la T514 como 

Peroxisomicina Al (PA1) (Fig. 5). 



Figura 3. Efecto de la T514 sobre la membrana 
peroxisomal de levaduras metilotróflcas. Cuando 
las levaduras metílotróficas son tratadas con una 
dosis no letal de T514, se observa a nivel subcelular 
fragmentación de la membrana peroxisomal 
(flecha). (Sepúlveda Saavedra, J., Van der Klei, I., 
Keizer, I., Piñeyro López, A., Harder, W. and 
Veenhuis, M. 1992. FEMS Microbiol Lett. 91:207-212). 



Figura 4. Presencia de agregados citosólicos en levaduras 
metilotróficas tratadas con T514. Cuando las levaduras 
metilotróficas son tratadas con una dosis no letal de T514, 
se observa la presencia de agregados citosólicos con una 
electrodensidad similar a la de la matriz peroxisomal, los 
cuales carecen de membrana (flechas). (Cortesía del Dr. 
Julio Sepúlveda Saavedra) 
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Figura 5. Peroxisomicina A l (PA1). Químicamente la PA1 
es una antracenona dimérica. La estructura general de 
estos compuestos consiste en dos monómeros, cada uno 
constituido por tres anillos bencénicos fusionados 
(antraceno), con un grupo cetónico como sustituyente. 



1.6 Estudios previos del efecto de la PA1 sobre la actividad de 

enzimas peroxisomales. 

Sepúlveda y cois. (26) demostraron que la PA1 no afecta la 

actividad de las enzimas peroxisomales AOX y catalasa en las 

levaduras metilotróficas H. polymorpha y C. boidinii in vivo. 

Considerando el efecto de la PA1 sobre los peroxisomas de 

levaduras. Moreno y cois. (27) investigaron el efecto in vitro de este 

compuesto y de otras antracenonas diméricas de origen natural 

sobre la actividad de la catalasa hepática, con enzima purificada 

(obtenida comercialmente). Los resultados demostraron que la PA1 

produce inhibición no competitiva, con respecto al peróxido de 

hidrógeno, de la catalasa hepática bovina, de perro y de ratón. Los 

otros compuestos antracenónicos inhiben la actividad de la 

catalasa bovina, estableciéndose una relación entre la estructura 

química y grado de inhibición de los compuestos analizados. 



Posteriormente, se estudió el efecto de la PA1 sobre la actividad de 

la catalasa hepática de ratón albino, tanto en cortes de tejido 

hepático incubados con PA1 (/n situ) como en cortes de tejido y 

fracciones hepáticas provenientes de ratones intoxicados con este 

compuesto (/n v/Vo). Los resultados de los estudios bioquímicos e 

histoquímicos demostraron que la PA1 no inhibe la actividad de la 

catalasa /n situ ni in vivo (28). 

Estos hallazgos indican que la catalasa no parece estar involucrada 

en el mecanismo que conduce al daño peroxisomal y su actividad 

no resulta afectada como consecuencia de éste. 

Solazar (29) investigó el efecto de la PA1, sus isómeros 

(isoperoxisomicina Al y peroxisomicina A2) y la T544 sobre los 

peroxisomas de C. boidinii. Demostró que el daño peroxisomal no es 

exclusivo de la PA1, además que ninguno de los compuestos afecta 

la actividad de la catalasa in vivo. 



1.7 Justificación. 

Hasta ahora los estudios con levaduras en los cuales se ha evaluado 

el efecto de la PA1 sobre los peroxisomas se han realizado 

exponiendo a estas células a la toxina en la fase media exponencial 

de desarrollo en medio con metanol como sustrato inductor, donde 

ya hubo proliferación de peroxisomas. En este trabajo se evaluó por 

primera vez si la capacidad de proliferación de los peroxisomas es 

afectada por la toxina inmediatamente después de transferir las 

células a un medio inductor de la proliferación peroxisomal como el 

metanol. 

Por otra parte, en células de C. boidinii expuestas a PA1, se ha 

observado la presencia de agregados citosólicos electrodensos 

donde se ha demostrado la presencia de enzimas de matriz 

peroxisomal. La duda principal que permanece es si estos acúmulos 

se deben a un bloqueo en el importe de estas proteínas hacia los 

peroxisomas o si la presencia de estas proteínas en el citosol 

corresponde a la salida de las mismas de los peroxisomas tras la 



ruptura de la membrana peroxisomal. La respuesta a estas 

preguntas contribuirá con mayor información en relación ai 

mecanismo de acción de la PA1. 



CAPITULO 2 

HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS 

2.1 HIPOTESIS 

La Peroxisomicina A1 afecta la proliferación de los peroxisomas e 

impide el importe de proteínas de la matriz peroxisomal a tiempos 

de exposición breves en Candida boidinii. 

2.2 OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de la Peroxisomicina Al a una concentración no 

letal de 2 ng/mL sobre la proliferación de los peroxisomas y el 

importe de proteínas de la matriz peroxisomal a tiempos de 

exposición breves en Candida boidinii. 



2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Para evaluar el efecto de la Peroxisomicína Al (PA1) sobre la 

proliferación de peroxisomas en Candida boidinii: 

1) Determinar el tiempo de generación de la levadura metilotrófica 

C. boidinii en un medio con metanol en presencia y ausencia de 

PA1. 

2) Determinar el tiempo de generación de la levadura metilotrófica 

C. boidinii proveniente de los cultivos anteriores en un medio con 

metanol fresco. 

3) Observar si ocurre la proliferación de los peroxisomas y si existe o 

no daño peroxisomal. 



Para evaluar el efecto de la PA1 sobre el importe de proteínas de la 

matriz peroxisomal a tiempos de exposición breves en Candida 

boidinii: 

4) Analizar la presencia y localización de las proteínas de matriz 

peroxisomal dihidroxiacetona sintasa y alcohol oxidasa en C. boidinii 

cultivada en medio con metanol en presencia y ausencia de PA1. 

5) Analizar la actividad enzimática de la alcohol oxidasa en las 

fracciones peroxisomal y citosólica aisladas de C. boidinii cultivada 

en medio con metanol en presencia y ausencia de PA1. 



CAPITULO TRES 

MATERIAL Y METODOS 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Reactivos. 

Se utilizaron productos químicos obtenidos de las compañías 

comerciales Productos Químicos Monterrey, Merck, Sigma, Difco, 

Biorad, ICN y Peleo. 

3.1.2 Material biológico. 

Células de la levadura metilotrófica Candida boidinii cepa ATTC 

32195. 



Anticuerpos monoclonales de conejo anti-alcohol oxidasa y anti-

dihidroxiacetona sintasa proporcionados por el Prof. Dr. Joel M. 

Goodman. 

Anticuerpo policlonal de cabra, anti-conejo marcado con partículas 

de oro coloidal de 10 nm de diámetro, adquirido comercialmente 

(Sigma Aldrich). 

3.1.3 Compuesto antracenónlco. 

La Peroxisomicina Al (PA1), lote No. 74, se aisló y purificó en el 

Departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León. La PA1 se 

sometió a todas las pruebas fisicoquímicas y biológicas de control 

de calidad. Se almacenó a -20°C, protegida de la luz y la 

humedad. 



3.1.4 Equipo. 

Incubadora estática Riossa. 

Incubadora con agitador mecánico Lab-line. 

Espectrofotómetro Beckman, modelo DU 7500, con arreglo de 

diodos y paquete de cinética enzimàtica. 

Ultracentrifuga Beckman, modelo L8-M. 

Ultramicrotomo RMC, modelo MTX. 

Fotomicroscopio Carl-Zeiss. 

Microscopio Electrónico de Transmisión Carl-Zeiss, modelo EM 109. 



3.2 METODOS 

3.2.1 Determinación del tiempo de generación de C. botdinff en 

medio con metanol en ausencia y presencia de RAI. 

Se Inoculó una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al 

2% (ver apéndice) como única fuente de carbono para llevar a 

cabo un precultivo durante 24 hrs. a 30°C. 

Al termino del precultivo, se tomó una alícuota de este y se transfirió 

a un medio de cultivo con metanol (ver apéndice) como única 

fuente de carbono, el cual se inició con 0.1 DO/mL. Al mismo tiempo 

se añadió PA1 al cultivo a una concentración final de 2 pg/mL. 

Se determinó el tiempo de generación basándonos en una 

metodología ya descrita en la literatura (30): 

Se tomaron 100 L̂ de este cultivo a partir del tiempo cero y cada 

dos hrs., hasta llegar a las 22 hrs. Cada alícuota se colocó en un 



tubo con 900 nL de solución salina (ver apéndice), a partir del cual 

se hicieron diluciones seriadas. De cada dilución se depositaron 0.1 

mL en placas con medio con metanol y se extendió con ayuda de 

una varilla de vidrio estéril doblada en L, según la técnica de estría 

en agar de superficie, se dejó secar y se incubó a 37°C durante 24 a 

48 hrs. 

Posteriormente se seleccionaron de cada tiempo las placas que 

contenían entre 30 y 300 colonias, el número de colonias que se 

contaron por placa se multiplicó por la dilución de la muestra, 

obteniéndose de esta manera el número de levaduras/mL. Estos 

resultados se integraron en la siguiente fórmula para determinar el 

tiempo de generación: 

G= t/nt G= M 3.3log (If/Lo) 

donde: 

Lo= número de levaduras sembradas en un medio o la cuenta de 

levaduras en el tiempo cero. 



lf= número de levaduras al final de un periodo 

t= periodo o tiempo 

G= tiempo de generación 

nt= número de generaciones 

log= logaritmo de base 10 

El mismo método se siguió para un cultivo en el cual no se agregó 

toxina (control). 

El procedimiento se realizó por triplicado y los resultados obtenidos 

se analizaron estadísticamente por la prueba de hipótesis de la 

diferencia entre las proporciones de dos poblaciones para muestras 

pequeñas. 

Para el análisis estadístico se utilizó un valor de n=3, con un grado de 

significancia de p<0.005. El valor crítico de la prueba fue de ± 2.896. 



3.2.2 Determinación del tiempo de generación de C. boidinií en 

medio con metanol fresco. 

Se inoculó una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al 

2% como única fuente de carbono para llevar a cabo un precultivo 

durante 24 hrs. a 30°C. 

Se tomó una alícuota de este precultivo y se transfirió a un medio de 

cultivo con metanol como única fuente de carbono, el cual se inició 

con 0.1 DO/mL, al mismo tiempo que se agregó PA1 a una 

concentración final de 2 îg/mL. Al llegar al primer tiempo de 

generación se transfirieron las células a medio fresco con metanol 

sin la toxina y se determinó nuevamente el tiempo de generación 

de acuerdo al método ya descrito (30). 

Se utilizó el mismo método para un cultivo al cual no se agregó 

toxina (control). 



El procedimiento se realizó por triplicado y los resultados obtenidos 

se analizaron estadísticamente por la prueba de hipótesis de la 

diferencia entre las proporciones de dos poblaciones para muestras 

pequeñas. 

Para el análisis estadístico se utilizó un valor de n=3, con un grado de 

significancia de p<0.005. El valor crítico de la prueba fue de ± 2.896. 

3.2.3 Evaluación de la proliferación y daño peroxisomal. 

Se obtuvo un paquete celular de cada generación de levaduras del 

medio fresco, el cual se fijó con KMn04 al 1.5%. Después se 

deshidrató en series graduales de etanol, para su posterior inclusión 

en epón mediante la técnica ya descrita (31) (ver apéndice). De 

estas muestras incluidas se realizaron cortes finos, se contrastaron 

con acetato de uranllo al 5% (ver apéndice) y se observaron al 

microscopio electrónico de transmisión para la obtención de 

micrografías electrónicas. 



Para analizar la presencia y localización de la dihidroxiacetona 

síntasa (DHAS) y la alcohol oxidasa (AOX), se obtuvo un paquete 

celular de cada generación de levaduras del medio fresco, el cual 

se procesó con una técnica que permite una adecuada 

preservación de las células. Esta técnica incluye fijación suave con 

glutaraldehido a bajas concentraciones y una resina que polimeriza 

a bajas temperaturas, lo cual permite conservar la antigenicidad y 

demostrar las proteínas mediante inmunocitoquímica con 

anticuerpos específicos contra ellas y un anticuerpo secundario 

marcado con oro coloidal. 

Los paquetes celulares se fijaron en glutaraldehido al 1.5 % en 

amortiguador de cacodilatos y se procesaron hasta su inclusión en 

resina Lowicryl (ver apéndice). 

El inmunomarcaje se llevó a cabo en cortes finos con anticuerpos 

anti-alcohol oxidasa y anti-dihidroxiacetona sintasa e IgG 

conjugada con partículas de oro coloidal (ver apéndice). Los cortes 

finos se contrastaron con acetato de uranilo al 5% (ver apéndice). 



Finalmente se realizó la observación bajo el microscopio electrónico 

de transmisión y se obtuvieron micrografías electrónicas. 

3.2.4 Análisis Inmunocttoquímlco de las proteínas de matriz 

peroxísomal DHAS y AOX. 

Se inoculó una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al 

2% como única fuente de carbono para llevar a cabo un precultivo 

durante 24 hrs. a 30°C. Se transfirió una alícuota de este precultivo a 

un medio de cultivo con metanol como única fuente de carbono, el 

cual se inició con 0.1 DO/mL. Se incubó a 30°C con agitación 

constante durante 14 hrs., tiempo en el cual se alcanzó la fase 

exponencial media. Al llegar a esta fase se adicionó al cultivo PA1 a 

una concentración final de 2 ^g/ml_, y a partir de este momento se 

tomaron muestras a intervalos de 5 min. hasta llegar a los 30 min. 

para obtener el paquete celular. 

El mismo método se siguió para un cultivo en el cual no se agregó 

toxina (control). 



El paquete celular obtenido de cada uno de los tiempos se dividió 

en dos partes. Una parte del paquete celular se fijó con KMnO* y se 

deshidrató en series graduales de etanol para su posterior inclusión 

en epón mediante la técnica ya descrita (31) (ver apéndice). Se 

realizaron cortes finos, se contrastaron con acetato de uranilo al 5% 

(ver apéndice) y se observaron al microscopio electrónico de 

transmisión para la obtención de micrografías electrónicas. Otra 

parte del paquete se fijó en glutaraldehído para su posterior 

inclusión en Lowicryl (ver apéndice). De las piezas incluidas se 

realizaron cortes finos. 

El inmunomarcaje de la DHAS y de la AOX se llevó a cabo sobre los 

cortes finos (ver apéndice), los cuales se contrastaron con acetato 

de uranilo al 5% (ver apéndice). Finalmente se realizó la observación 

bajo el microscopio electrónico de transmisión y se obtuvieron 

micrografías electrónicas. 



3.2.5 Análisis de la actividad enzimáilca de la AOX en las fracciones 

peroxlsomal y citosólica. 

Se inoculó una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al 

2% como única fuente de carbono para llevar a cabo un precultivo 

durante 24 hrs. a 30°C. Se transfirió una alícuota de este precultivo a 

un medio de cultivo con metanol como única fuente de carbono, el 

que se inició con 0.15 DO/mL. Se incubó a 30°C con agitación 

constante durante 14 hrs., tiempo en el que se alcanzó la fase 

exponencial media. Al llegar a esta fase se adicionó al cultivo PA1 a 

una concentración final de 2 ng/mL. Después de la adición de PA1, 

ios cultivos se incubaron durante 15 min. 

Posteriormente se cosecharon las células y se obtuvo el paquete 

celular, separando las células del medio de cultivo mediante 

centrifugación a 5 000 x g, a 20°C durante 20 min. Del paquete 

celular obtenido se aislaron y purificaron las fracciones peroxisomal y 

citosólica, según un procedimiento descrito en la literatura (32) (ver 

apéndice). 



Se procedió a la determinación de la actividad enamática de la 

AOX en cada una de las cinco fracciones del gradiente, según el 

método de Tani y cois. (33). En este método espectrofotométrico 

acoplado, se mide la formación del radical catiónico ABTS a 420 nm, 

pH de 7.5 y 25°C, llevándose a cabo las siguientes reacciones (34): 

Alcohol oxídasa 
Metanol + 0 2 *• Formaldehído + H 20 2 

Peroxidasa 

H 2 0 2 + 2 A B T S < » H 2 0 + 2 A B T S ^ 

La actividad de la AOX (U/mL) se obtuvo multiplicando el cambio 

de absorbancia/min. por el factor 0.2777 para las fracciones uno, 

dos y tres, y por el factor 2.777 para las fracciones cuatro y cinco 

(ver apéndice). 

Por otra parte, se realizó la determinación de proteínas totales por el 

método de Bradford (35), el cual se basa en la unión del colorante 



azul de Coomassie brillante G-250 a las proteínas causando un 

cambio del pico máximo de absorción del colorante de 465 nm a 

595 nm. El incremento de absorbancia a 595 nm es proporcional a la 

concentración de proteínas. 

Para cada determinación se realizó una curva de calibración con 

estándares de albúmina sérica bovina de 2.5 a 20 ng de proteína. 

Cada uno de los estándares se preparó por triplicado a partir de 

una solución patrón de albúmina sérica bovina de Img/mL, como 

se describe en la Tabla I (ver apéndice). El volumen final en cada 

tubo fue de 200 \il. A cada estándar se le agregó lmL del reactivo 

de Bradford (diluido 1:5 en agua destilada). Se agitaron en el vortex 

y se dejaron reposar por 30 mín. a temperatura ambiente. Se 

determinó el valor de la absorbancia a 595 nm de cada estándar y 

se trazó la curva de calibración graficando el valor de la 

absorbancia en función de la cantidad de proteína en un volumen 

de 200 nL. 

El mismo método se siguió para un cultivo en el cual no se agregó 

toxina (control). 



El procedimiento se realizó por triplicado y los resultados obtenidos 

se analizaron estadísticamente por la prueba de hipótesis de la 

diferencia entre las proporciones de dos poblaciones para muestras 

pequeñas. 

Para el análisis estadístico se utilizó un valor de n=3, con un grado de 

significancia de p<0.005. El valor crítico de la prueba fue de ± 2.896. 



CAPITULO CUATRO 

RESULTADOS 

4.1 Tiempo de generación de Candida botdintt en medio con 

metanol en presencia y ausencia de Peroxlsomiclna Al (PA1). 

El tiempo de generación de C. boidinii en medio con metanol fue 

de 4.16 hrs., mientras que en presencia de PA1 fue de 4.21 hrs. No 

hubo diferencia significativa en el tiempo de generación entre 

ambos cultivos, como puede observarse al analizar el 

comportamiento de las curvas de crecimiento de C. boidinii tanto 

en los cultivos expuestos como en los no expuestos a PA1 (Fig. 6) 
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Figura 6. Curvas de crecimiento de C. boidmii en 
medio con metanol en ausencia y presencia de 
PA1 Las curvas de crecimiento de C. boidinii 
siguieron un comportamiento muy similar entre si en 
los cultivos expuestos y no expuestos a PA1 
(p(0.005). 



4.2 Tiempo de generación de C. boidinii proveniente de los cultivos 

anteriores en un medio con metanol fresco. 

Cuando se transfirió C. boidinii expuesta a PA1 a un medio fresco sin 

PA1, el tiempo de generación fue de 2.98 hrs., mientras que en las 

células del control negativo que se transfirieron fue de 2.86 hrs. 

Las células de C. boidinii cultivadas en medio con metanol fresco 

provenientes de células expuestas y no expuestas a PA1, no 

mostraron diferencia significativa cuando se compararon sus 

tiempos de generación. 

En cambio, entre el tiempo de generación de las células cultivadas 

en medio con metanol y el de las células transferidas a medio con 

metanol fresco, si hubo diferencia significativa (p<0.005). 



4.3 Proliferación y daño peroxisomal. 

En la primera generación de células cultivadas en medio con 

metanol en presencia de 2 ¿ig/mL de PA1, se observó (Fig. 7B) tanto 

proliferación de los peroxisomas como daño celular, el cual se 

caracterizó por e! aspecto granular denso del citoplasma, 

fragmentación de la membrana peroxisomal y peroxisomas de 

aspecto aberrante. En el control negativo (Fig. 7A) se observó 

proliferación peroxisomal y peroxisomas íntegros. 

En la tercera generación de estas mismas células el daño se 

acentuó. Además de la ruptura de la membrana peroxisomal 

previamente descrita, se observó la presencia de agregados 

citosólicos con una electrodensidad similar a la de la matriz 

peroxisomal y carentes de membrana (Fig. 8B). En el control 

negativo (Fig. 8A) se observó proliferación peroxisomal y 

peroxisomas íntegros. 
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Figura 7. Primera generación de C. boidinii 
cultivada en medio con metanol en presencia y 
ausencia de PA1. (A) Control negativo. Se observa 
proliferación peroxisomal y peroxisomas íntegros 
(12,000 x). (B) Células expuestas a 2 ng/mL de PA1. 
Se observa proliferación peroxisomal y 
fragmentación de la membrana peroxisomal 
(flecha), además de peroxisomas de aspecto 
aberrante (asterisco) (12,000 x). V; vacuola, P; 
peroxisoma. 
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Figura 8. Tercera generación de C. boidinii 
cultivada en medio con metanol en presencia y 
ausencia de PA1. (A) Control negativo. Se observa 
proliferación peroxisomal y peroxisomas íntegros 
(12,000 x). (B) Células expuestas a 2 ng/mL. Se 
observa proliferación peroxisomal y fragmentación 
de la membrana peroxisomal (flecha), además la 
presencia de agregados citosólicos con una 
electrodensidad similar a la de la matriz 
peroxisomal y carentes de membrana (asterisco) 
(12,000 x). V; vacuola, P; peroxisoma. 



En las células cultivadas en medio fresco provenientes de C. boidinii 

expuesta a PA1, se observó en todas las generaciones analizadas 

(Fig. 9B y 9C) proliferación peroxisomal. Sin embargo, algunos 

peroxisomas mostraron fragmentación de su membrana y signos 

sugestivos de autofagia, ya que se observaron peroxisomas 

estrechamente asociados a la membrana de la vacuola autofágica 

y material electrodenso en el interior de la misma. En todos los 

controles negativos correspondientes (Fig. 9A), se observó 

proliferación peroxisomal y peroxisomas íntegros. 

Los hallazgos encontrados por inmunocitoquímica para las dos 

enzimas analizadas fueron muy semejantes entre sí. Se observó en 

todas las generaciones de C. boidinii cultivadas en medio fresco 

provenientes de células expuestas a PA1 (Fig. 10B) mareaje en la 

vacuola autofágica. Estos resultados confirmaron lo ya observado 

con la morfología. En los controles negativos (Fig. 10A) se observó la 

marca para la dihidroxiacetona sintasa (DHAS) y la alcohol oxidasa 

(AOX) dentro de los peroxisomas solamente. 



Figura 9. C. boidinii cultivada en medio con 
metanol fresco en presencia y ausencia de PA1. 
(A) Control negativo. Se observa proliferación 
peroxisomal y peroxisomas íntegros (12,000 x). (B,C) 
Dos generaciones diferentes de células expuestas 
a 2 jxg/mL de PA1. Se observa proliferación 
peroxisomal; algunos peroxisomas mostraron 
fragmentación de su membrana (flecha). 
Peroxisomas en proceso de degradación se 
encontraban estrechamente asociados a la 
vacuola autofágica (asterisco) (12,000 x). V; 
vacuola, P; peroxisoma. 
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Figura 10. Inmunocitoquímica de C. boidinii 
cultivada en medio fresco con metanol. (A) Control 
negativo. Se observa la marca para la AOX en los 
peroxisomas solamente (20,000 x). (B) Generación 
proveniente de células expuestas a 2 îg/mL de 
PA1. Se observa mareaje para la AOX en la 
vacuola autofágica (20,000 x). V; vacuola, P; 
peroxisoma. 



4.4 Análisis inmunocftoquímico de las proteínas de matriz 

peroxísomal DHAS y AOX. 

El análisis morfológico de las células expuestas a PA1, mostró en un 

tiempo temprano (5 min.) pérdida de la membrana peroxisomal y 

peroxisomas en proceso de autofagia (Fig. 11B). En un tiempo 

intermedio (15 min.) la membrana preautofágica rodeó a los 

peroxisomas y hubo transferencia de la matriz de los peroxisomas 

hacia la vacuola autofágica (Fig. 11C). Finalmente en un tiempo 

tardío (25 min.), se observaron los peroxisomas dentro de la vacuola 

(Fig. 11D). Todos estos hallazgos corresponden al lapso de tiempo de 

entre 5 y 30 min. de exposición de las levaduras a la PA1. En todos 

los tiempos analizados se observó además de peroxisomas dañados, 

peroxisomas con morfología normal. A los tiempos de exposición 

analizados no se observó la presencia de agregados citosólicos 

electrodensos. En el cultivo control negativo se observó una 

ultraestructura normal en todos los tiempos analizados (Fig. 11 A). 



Figura 11. Morfología de células de C. boidinü 
expuestas entre 5 y 30 min. a 2 ng/mL de PA1. (A) 
En el control negativo se observan peroxisomas 
con ultraestructura normal. (12,000 x). (B) A los 5 
min. de exposición a la toxina se observaron 
algunos peroxisomas en proceso de autofagia 
(flecha) (12,000 x). (C) A los 15 min. la membrana 
preautofágica rodeo a los peroxisomas (flecha) y 
hubo transferencia del material de los peroxisomas 
hacia la vacuola autofágica (asterisco) (12,000 x). 
(D) A los 25 min. los peroxisomas se encontraron en 
la vacuola (asterisco) (12,000 x). V; vacuola, P; 
peroxisoma. 



Se observó en las células expuestas a PAI, una cantidad creciente 

de marca en la vacuola autofágica conforme se avanzó en el 

tiempo entre los 5 y 30 min. de exposición (fíg. 12B-12D). En los 

cultivos expuestos la marca para ambas enzimas también se 

encontró en peroxisomas con morfología normal. No se encontró 

marca para las enzimas en el citoplasma de las células. Estos 

resultados confirmaron lo ya observado con la morfología. En el 

cultivo control negativo se observó la marca para la DHAS y AOX en 

los peroxisomas solamente, en todos los tiempos analizados (Fíg. 

12A). 

4.5 Actividad enzimatica de la AOX en las fracciones peroxísomal y 

cftosólica. 

El análisis bioquímico reveló que la PA1 a una concentración no letal 

de 2 îg/mL disminuye la actividad de la AOX en C. boidinii al 

tiempo de exposición analizado, pero no de una manera 

significativa con respecto al control. La actividad enzimàtica de la 



AOX se concentró en la fracción 5 del gradiente, la cual 

corresponde a la banda de los peroxisomas (Fig. 13). 



Figura 12. Demostración inmunocitoquímica de DHAS en 
C. boidinií expuestas entre 5 y 30 min. a 2 [xg/mL de PA1. 
(A) En el control negativo se observó la marca para la 
enzima solamente en los peroxisomas (20,000 x). (B) En 
las células expuestas, se observó a los 5 min. la marca en 
peroxisomas en proceso de autofagia, mientras que a 
los 15 min. (C) aumentó la misma en la vacuola 
autofágica (20,000 x). (D) A los 25 min. los peroxisomas 
se encontraron en su totalidad dentro de la vacuola, 
como lo evidenció la marca para la DHAS (12,000 x). V; 
vacuola, P; peroxisoma. 
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Figura 13. Porcentajes de actividad específica de 
la AOX de C. boidinii cultivada en presencia de 2 
ng/mL de PAI durante 15 minutos. La actividad 
enzimàtica de la AOX se concentró en la fracción 
cinco del gradiente, la cual corresponde a la 
banda de los peroxisomas. No se observó 
diferencia significativa (p<0.005) entre los cultivos 
expuestos y no expuestos a PAI. 



CAPITULO CINCO 

DISCUSION 

En estudios previos se demostró el efecto de la Peroxisomicina Al 

(PA1) sobre los peroxisomas de levaduras metilotróficas. Se observó 

daño, el cual consistió en la ruptura de la membrana peroxisomal, lo 

que condujo a la degradación de los peroxisomas en la vacuola 

autofágica. En estos estudios las levaduras fueron expuestas a la PA1 

en la fase exponencial media de desarrollo en un medio con un 

sustrato inductor, donde ya hubo proliferación de los peroxisomas 

(26,29). 

El presente trabajo evaluó por primera vez, si la capacidad de 

proliferación de los peroxisomas se ve afectada en células 

expuestas a PA1 inmediatamente después de ser transferidas de un 

medio basal con glucosa, a un medio con metanol como inductor 



de la proliferación peroxisomal. También se investigó sí el efecto 

observado en los peroxisomas de células expuestas a PA1 persistía 

en generaciones sucesivas de levaduras provenientes de estas 

células, en un medio sin toxina. Se consideró como un parámetro de 

evaluación el tiempo de generación, y se llevó a cabo un análisis 

morfológico e inmunocitoquímico. 

No hubo diferencia en el tiempo de generación entre las células 

expuestas y las no expuestas a PA1. Asimismo, las células cultivadas 

en medio con metanol fresco provenientes de células expuestas y 

no expuestas a PA1, no mostraron diferencia significativa cuando se 

compararon sus tiempos de generación. Aunque PA1 afecta 

peroxisomas individuales, es evidente que dicho compuesto no 

altera la proliferación de dichos organelos. Si eso hubiera sucedido, 

la viabilidad y por lo tanto el tiempo de generación de las levaduras 

expuestas hubiera sido menor en comparación a las células control. 

Las células de Candida boidinii cultivadas en un medio basal 

poseen de 2 a 5 peroxisomas (18). Es probable que la exposición a 

PA1 a la concentración utilizada no afecte a todos los peroxisomas 



de dichas células al ser transferidas a un medio con un sustrato 

inductor de la proliferación peroxisomal, y los que queden íntegros 

son capaces de mantener el crecimiento de las células de una 

manera comparable a la de las células no expuestas, mientras 

ocurre la proliferación peroxisomal, como lo proponen Sepúlveda y 

cois. (26). Además de que no todas las células están afectadas 

como lo reportó Segoviano al realizar un estudio morfométrico 

donde se demostró que al menos el 50% de las células expuestas a 2 

jag/mL de PA1 no presentaron daño peroxisomal, mostrando una 

ultraestructura normal (36). 

Por otra parte, entre el tiempo de generación de las células 

cultivadas en medio con metanol y el de las células transferidas a 

medio con metanol fresco, si hubo diferencia significativa, siendo 

menor en estas últimas. Brock y cois, reportan que si la fuente de 

energía y carbono del medio de cultivo nuevo son distintas de las 

del cultivo previo, la adaptación a las nuevas condiciones se halla a 

menudo ligada a una síntesis de novo de enzimas que no eran 

necesarias en el cultivo original y que por tanto no habían sido 
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sintetizadas. La formación de esas enzimas nuevas es inducida por el 

nuevo sustrato (37). En este caso, el medio al que fueron transferidas 

las levaduras es un medio de composición igual al original, y por lo 

tanto ya poseían las enzimas necesarias para metabolizar el 

metanol, por lo que la fase de latencia se reduce y por consiguiente 

el tiempo de generación, esto aunado a que la concentración de 

metanol en el medio fresco cuando las levaduras ya adaptadas 

fueron transferidas era mayor. 

Los hallazgos anteriores coinciden con los reportado por Vargas y 

cois, donde solamente se detectó una colonia de células expuestas 

a PA1 que no crecieron eficientemente en metanol (38). 

Los hallazgos morfológicos apoyaron los resultados obtenidos en la 

evaluación del tiempo de generación, ya que se observaron 

peroxisomas íntegros y peroxisomas afectados. Estos últimos 

mostraron fragmentación de su membrana o ausencia de la misma, 

y se observaron signos sugestivos de autofagia peroxisomal, ya que 

algunos peroxisomas se encontraron estrechamente asociados a la 



membrana de la vacuola autofágica y presencia de material 

electrodenso en el interior de la misma. Dicho material se identificó 

por inmunocitoquimica como dihidroxiacetona sintasa (DHAS) y 

alcohol oxldasa (AOX). 

La degradación de los peroxisomas o pexofagia se estudió por 

primera vez en levaduras metilotróficas (39). En estos organismos los 

peroxisomas proliferan cuando el metanol es la única fuente de 

carbono. Los peroxisomas son degradados selectivamente cuando 

se agrega glucosa o etanol al medio de cultivo. La pexofagia ocurre 

en dos formas: la micropexofagia en la cual varios peroxisomas son 

incorporados directamente por profusiones de la membrana de la 

vacuola autofágica y la macropexofagia donde peroxisomas 

individuales son envueltos por una membrana, la cual 

posteriormente se fusiona con la membrana de la vacuola 

autofágica (Fig. 14) (39-43). Los hallazgos observados en esta parte 

del presente trabajo de Tesis concuerdan con la micropexofagia. 



Figura 14. Degradac ión peroxisomal. A) Macropexofagia: 
peroxísomas individuales son envueltos por una membrana, la 
cual posteriormente se fusiona con la membrana de la vacuola 
autofágica. B) Micropexofagia: varios peroxísomas son 
incorporados directamente por profusiones de la vacuola 
autofágica. (Teter, S. and Klionsky, D. 2000. Sem in Cell & Devel 
Biol. 11:173-179). 



Es interesante notar que aunque la proliferación peroxisomal no se 

vio afectada por la exposición a PA1, el daño peroxisomal ya 

descrito se observó en todas las generaciones de células 

provenientes de levaduras expuestas. Esto podría sugerir un efecto 

de PA1 sobre el genoma celular. Estudios realizados por Vargas y 

cois. (38) en H. polymorpha sugieren lo mismo, ya que se aislaron dos 

cepas de dicha levadura con disfunción peroxisomal inducida por 

PA1. 

Por otra parte, los hallazgos reportados previamente corresponden a 

tiempos de exposición de las levaduras a la toxina a partir de los 30 

minutos (26). En este trabajo se evaluaron los efectos de PA1 sobre 

los peroxisomas a tiempos más tempranos de exposición. 

Se demostró que tiempos muy cortos de exposición de los 

peroxisomas a la PA1, incluso de 5 min., les provoca un daño 

irreversible. Al analizar la morfología, se observó pérdida de la 

membrana peroxisomal y peroxisomas en proceso de autofagia. 

Posteriormente, la membrana preautofágica rodeó a los 



peroxisomas y hubo transferencia de los peroxisomas hacia la 

vacuola autofágica. Finalmente, se observaron los peroxisomas 

dentro de la vacuola. Todos estos hallazgos se comprobaron por 

inmunocitoquímica. 

Estos hallazgos son semejantes a los descritos en la macropexofagia 

(39-43). 

Es interesante notar, que cuando las levaduras se transfirieron de un 

medio con glucosa a uno con metanol como sustrato inductor de la 

proliferación peroxisomal e inmediatamente fueron expuestas a PA1, 

como ya se mencionó anteriormente, ocurrió la micropexofagia. 

El que se presente uno u otro modo de pexofagia depende 

principalmente de la especie de levadura analizada y de los 

estímulos ambientales, como la fuente de carbono en el medio de 

cultivo. Por ejemplo, cuando P. pastoris se cultiva en medio con 

metanol y posteriormente se transfiere a etanol, se induce el proceso 



de macropexofagia (39,43). Cuando estas células son cultivadas en 

metanol y luego en glucosa se induce la micropexofagia (39, 43). 

En nuestras condiciones experimentales, al parecer el factor 

determinante de que se presentara uno u otro modo de pexofagia 

fue el tiempo en que se agregó la PA1 al cultivo. Esto a su vez estaría 

relacionado con la adaptación de las levaduras al mismo, de tal 

manera que la micropexofagia se presentó en células no 

completamente adaptadas a las nuevas condiciones y la 

macropexofagia en las que ya lo estaban. 

Los resultados morfológicos e inmunocitoquímicos coinciden con 

hallazgos reportados previamente de tiempos de exposición 

mayores (26, 29). De esta forma, es evidente que la PA1 no afecta 

por igual a todos los peroxisomas ni a todas las células (36), y esto 

permite al cultivo sobrevivir en un medio que contiene metanol 

como única fuente de carbono. En todos los estudios realizados 

hasta la fecha (26,29) se han observado peroxisomas dañados y de 



morfología normal coincidiendo en una misma muestra expuesta a 

la PAI. 

El análisis bioquímico reveló que la PAI afecta la actividad de la 

AOX en C. boidinii al tiempo de exposición analizado, pero no de 

una manera estadísticamente significativa con respecto al control. 

Es interesante notar que la actividad enzimàtica de la AOX se 

concentró en la fracción cinco del gradiente, la cual corresponde a 

la banda de los peroxisomas, estos hallazgos coinciden con lo 

reportado por Solazar (44). 

Lo anterior indicaría que los peroxisomas se conservan íntegros, sin 

embargo se confirmó ultraestructuralmente que algunos de estos 

organelos presentaban daño y que posteriormente fueron 

degradados en la vacuola autofágica. Una explicación a lo antes 

mencionado, podría ser que el daño a ciertos peroxisomas fuera el 

responsable de esta disminución en la actividad, pero que los 

organelos íntegros mantienen la actividad remanente. Además, la 

AOX se concentra en la matriz cristalina de los peroxisomas. Esta 



localización limita su desplazamiento, en comparación a la catalasa 

y a la DHAS, las cuales se encuentran en forma soluble (22). Este 

hecho podría ser una explicación del porque no se detecta 

actividad de la AOX en otras bandas del gradiente, aunque sí se 

detectó su presencia en la vacuola autofágica mediante 

inmunocitoquímica. La cantidad de esta proteína podría ser muy 

pequeña, pero suficiente para ser detectada por anticuerpos, mas 

no para detectar su actividad en esas bandas. 

Los hallazgos obtenidos en este trabajo demuestran que el proceso 

de degradación de los peroxisomas provocado por la PA1 sobre C. 

boidinii, el cual inicia con la ruptura de la membrana peroxisomal y 

termina con la degradación de los peroxisomas en la vacuola 

autofágica, se presenta desde tiempos de exposición muy cortos 

(desde los 5 hasta los 30 min). 

No se observó la presencia de agregados citosólicos electrodensos, 

ni marca para la AOX en el citoplasma de las células. Esto, aunado 

a que es difícil que la AOX salga de los peroxisomas porque se 



encuentra en la matriz cristalina de los mismos, lo cual limita su 
< 

desplazamiento, nos lleva a considerar que la presencia o la 

actividad de esta enzima en el citoplasma de las levaduras reflejaría 

un defecto en el Importo de la misma. Fste último hecho nunca 

sucedió, por lo que el transporte de la AOX hacia los peroxisomas a 

estos tiempos de exposición breves de C. boidinii a PA1 es normal. 



CAPITULO SEIS 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

6.1 CONCLUSIONES 

Efecto d e la PA1 sobre la proliferación d e los peroxlsomas e n 

Candida boidinii. 

1.- No se afecta la proliferación peroxisomal bajo las condiciones 

experimentales en las generaciones analizadas de C. boidinii no 

expuestas a PA1, provenientes de un cultivo inicial expuesto a este 

compuesto. Sin embargo, estas células presentan daño peroxisomal. 

2.- La PAt a la concentración utilizada causa degradación 

peroxisomal tanto en células de C. boidinii directamente expuestas 

a este compuesto, como en las generaciones provenientes de éstas 

células. 



Efecto d e la PA1 sobre el importe d e proteínas d e matriz peroxisomal 

a tiempos d e exposición breves en Candida boidinii. 

3- La PA1 a la concentración utilizada no a fec ta el importe de 

proteínas de matriz peroxisomal a tiempos de exposición breves de 

C. boidinii a este compuesto. 



6.2 PERSPECTIVAS 

Un estudio morfométrico complementaría los hallazgos descritos, 

para evaluar en forma definitiva si existe o no diferencia en las 

características de los peroxisomas entre los cultivos de C. boidinii 

expuestos y no expuestos a PA1. 

La realización de estudios moleculares ayudaría a elucidar el 

probable efecto de la PA1 sobre el genoma de C. boidinii, con 

respecto al daño observado en los peroxisomas en generaciones no 

expuestas de esta levadura provenientes de células expuestas a PA1 

(45). 

Confirmar el efecto de la PA1 sobre el importe de proteínas de la 

matriz peroxisomal en células de C. boidinii expuestas, por ejemplo 

por medio de la técnica de Microinyección (46). 
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APENDICE 

METODOS DE CULTIVO 

Las células de Candida boidinii se mantienen viables a través de su 

resiembra cada dos meses en placas de agar YPD. Las placas de 

cultivo de C. boidinii se almacenan a 4°C. 

Los cultivos líquidos de C. boidinii se efectúan de la forma siguiente: 

se toma una colonia de la levadura y se inocula en un medio 

enriquecido con glucosa al 2% (YPD), después se incuba por 24 hrs. 

a 30°C bajo agitación constante (250 rpm). Las células cultivadas en 

YPD se transfieren a medios mínimos conteniendo glucosa o metanol 

como única fuente de carbono. Estos cultivos de C. boidinii se 

inician en la mayoría de los casos con una turbidez del medio de 0.1 

DO/mL. Posteriormente todos los cultivos se incuban a 30°C bajo 

agitación constante (250 rpm). Los cultivos se revisan 

periódicamente bajo el microscopio de luz para evaluar su pureza y 

descartar su contaminación. 



MEDICION DE LATURBIDEZ DEL MEDIO DE CULTIVO 

La turbidez del medio de cultivo se determina a través del valor de 

su densidad óptica (DO/mL). 

Para medir la densidad óptica se toman alícuotas de los cultivos de 

C. boidinii y se realizan diluciones seriadas en agua destilada hasta 

tener 1:1000. A 1 mL de ésta última dilución, se le determina el valor 

de su densidad óptica a una longitud de onda de 600 nm en un 

espectrofotómetro Beckman DU-7500. 



MEDIOS DE CULTIVO 

PREPARACION DE MEDIOS LIQUIDOS 

Medio líquido enriquecido con glucosa al 2% (YPD) 

Pesar: 

Extracto de levadura 1.0 g 

Peptona 2.0 g 

Glucosa 2.0 g 

Disolver en 100 mL de agua destilada. 

Esterilizar a 121 °C por 30 min. 

Medio mínimo con mefanol al 0.5% (MMM) 

Pesar: 

(NH4)2$04 2.5 g 

MgS04-7H20 0.2 g 

NaH2P04-H20 3.0 g 



K2HPO4 0.7 g 

Disolver en un litro de agua destilada. 

Ajustar a un pH de 6.0 con H2SO4 ó NaOH. 

Agregar: 

Trazas Minerales 10.0 mi 

Extracto de levadura 0.5 g 

Esterilizar a 121°C por30min. Dejar enfriar. 

Adicionar: 

Vitaminas 1.0 mL 

Metanol (100%) 5.0 mL 

PREPARACION DE PLACAS DE AGAR 

Placas de agar YPD (2%) 

Pesar: 

Extracto de levadura 10.0 g 

Peptona 20.0 g 

Glucosa 2.0 g 

Agar 20.0 g 



Disolver en un litro de agua destilada. 

Esterilizar a 121°C por 30 min. Dejar enfriar hasta 40-45°C. 

Vaciar a cajas de petri estériles. 

Placas de agar YPM 

Pesar: 

Extracto de levadura 10.0 g 

Peptona 20.0 g 

Agar 20.0 g 

Disolver en un litro de agua destilada. 

Esterilizar a 121°C por 30 min. Dejar enfriar hasta 40-45°C. 

Agregar: 

Metano! (100%) 5.0 mL 

Vaciar a cajas de petri estériles. 



PREPARACION DE SOLUCIONES 

Solución de trazas minerales 

Pesar: 

H3B04 50 mg 

CUSOÍ 4 mg 

Kl 10 mg 

FeCh-óhteO 20 mg 

MnS04-4H20 40 mg 

ZnS04-7H20 40 mg 

N H 4 M 0 7 20 mg 

Disolver en un litro de agua desionizada. 

Esta solución concentrada de trazas minerales se puede almacenar 

a 4°C durante varios meses. 



Solución de Vitaminas 

Pesar: 

Biotina 2 mg 

Pantotenato de Calcio 400 mg 

Acido fólico 2 mg 

Inositol 2000 mg 

Niacina 400 mg 

Acido p-aminobenzóico 200 mg 

Piridoxina HCI 400 mg 

Riboflavina 200 mg 

Tiamina 400 mg 

Disolver en un litro de agua desionizada. 

Esterilizar con filtro de poro de 0,45 (jm de diámetro. La solución de 

vitaminas se almacena a -20°C. 



Solución salina al 0.85% 

Pesar 0.85 g de NaCI y aforar a 100 mL con agua destilada. Esterilizar 

y agregar a tubos cppendorf estériles. 



AISLAMIENTO DE ORGANELOS CELULARES 

PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE ORGANELOS 

El paquete celular obtenido se lavó con agua destilada y se 

resuspendió en amortiguador Tr¡s-H2$C>4 0.1M pH 9.3 con 10 mM de 

DTE y se incubó durante 15 min. a 30°C y 250 rpm. Después de esto, 

se centrifugó a 5 000 x g, a 20°C durante 20 min. y el paquete celular 

obtenido se lavó con sorbitol 1M. 

Se obtuvieron los esferoplastos por digestión enzimàtica de la pared 

celular, como se describe a continuación: se agregó a las células 

una solución de sorbitol 1 M, amortiguador de fosfatos 1M pH 7.4 y 

25 mg de liticasa de Arthrobacter ¡uteus con actividad de 81 000. 

Las células se resuspendieron en esta solución y se incubaron por 65 

min. a 30°C y 250 rpm. 

Una vez realizado lo anterior, se evaluó la formación de 

esferoplastos mediante observación al microscopio de luz. 



colocando una gota de la suspensión entre porta y cubreobjetos. 

Los esferoplastos se identificaron por su periferia refringente. 

Posteriormente, y para comprobar la identificación, se adicionó una 

gota de agua destilada a la preparación y se observó al 

microscopio de luz; al contacto con el agua se produce la lisis de los 

esferoplastos y se liberan los organelos. 

Se centrifugó la suspensión a 5 000 xg, a 4°C por 10 min. En el 

paquete celular obtenido se llevó a cabo la lisis de esferoplastos por 

choque osmótico, utilizando una solución de sorbitol a diferentes 

concentraciones, MES-NaOH 5 mM pH 5.5 y PMSF lmM. 

Primero, se resuspendieron los esferoplastos en sorbitol 1M (solución 

uno) y posteriormente se agregó sorbitol 0.25M (solución dos). Esta 

mezcla se agitó vigorosamente para hacer posible la lisis de los 

esferoplastos. Se confirmó la lisis al microscopio de luz y 

posteriormente se agregó a la suspensión sorbitol 1.75M (solución 

tres) y se sometió a centrifugación diferencial a 1 000 x g, a 4°C 

durante 20 min. 



El sobrenadante obtenido se centrifugó a 15 (XX) x g durante 20 min. 

y se obtuvo un sedimento enriquecido con citosol, mitocondrias y 

peroxisomas. Este sedimento se colocó en un gradiente de densidad 

de sacarosa (30-60%) donde la solución más concentrada se 

encuentra en el fondo del tubo. 

Posteriormente el gradiente se sometió a ultracentrifugación a 140 

000 x g, a 4°C durante 5. 5 hrs. Los organelos celulares sedimentaron 

en forma de cinco bandas en la fase del gradiente que 

corresponde a su propia densidad. En la fracción número uno 

sedimentaron las macromoléculas, en la dos el citosol, en la tres las 

mitocondrias ligeras, en la cuatro las mitocondrias pesadas y los 

peroxisomas ligeros y los peroxisomas pesados sedimentaron en la 

fracción cinco. 



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CADA UNA DE LAS 

FRACCIONES DEL GRADIENTE 

Se preparó la solución de ensayo para AOX mezclando: 

1.5 mL de amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5. a su 

vez preparado de una solución madre 1M; 0.16 mL de peroxidasa 

de castor (HRP) 2U/mL a partir de una solución a 380 U/mL; 16.46 mg 

de ABTS 1 mM y 28.34 mL de agua destilada. Esta mezcla se preparó 

siempre inmediatamente antes de su uso. 

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto óptico se colocaron: 

895 iil de la solución de ensayo y 100 ¿iL de la muestra para las 

fracciones uno, dos y tres, y 985 fiL de la solución de ensayo y 10 ixL 

de la muestra para las fracciones cuatro y cinco (esta última 

fracción en dilución 1:20). Después de mezclar se tomó el valor de la 

obsorbancia a 340 nm. Este valor correspondía al blanco. 



Posteriormente se agregaron 5 \il de metanol, se mezcló y se Inició 

la cinética enzimàtica por seis minutos. 

CALCULO DE FACTORES PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

La actividad enzimàtica se expresa en unidades internacionales (U) 

definiéndose una Unidad como la transformación de 1 umol de 

sustrato o la formación de ì ^mol de producto durante la reacción 

enzimàtica. Matemáticamente se expresa con la siguiente 

ecuación: 

U=AC/t ec'n (1) 

En general la actividad enzimàtica se expresa por unidad de 

volumen, esto es, en U/mL. Al despejar AC se tendrá entonces: 

AC=(U/mL) (t) ec'n (1.a) 



Las determinaciones espectrofotométricas se basan en la ley de 

Lambert-Beer. Esta ley establece que el cambio de absorbancia es 

directamente proporcional tanto a la absortividad molar y al 

cambio de concentración del compuesto problema como al 

trayecto óptico de haz. 

Matemáticamente se expresa por medio de la siguiente ecuación: 

AA= (e) (AC) (b) ec'n (2) 

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

AA= (E) (U/mL) (t) (b) ec'n (3) 

Al despejar para U/mL se obtendrá: 

U/mL= AA/e b t ec'n (3.a) 

Donde: 

U= Unidades de actividad (¿imol/min) 

AA= Cambio de absorbancia del compuesto 



e= Absortividad molar del compuesto (cm2/^mol) 

b= Espesor de la cubeta (cm) 

t= Tiempo (min.) 

AC= Cambio de concentración del compuesto (¿imol) 

Entonces: 

U/mL= AA/s (cm2/[imo!) (Icm) (lmin.) 

U/mL=AA/e (cm3/M-mol) (lmin.) 

U/mL= AA (^mol/lmin. mL)/e 

U/mL=AA(U/mL)/e ec'n (4) 

Al sustituir el valor del coeficiente de absortividad molar del 

compuesto en la ec'n (4) se obtendrán ecuaciones diferentes para 

cada compuesto. De forma general la ecuación se expresaría así: 

U/mL= AA (D U/mL) ec'n (4.a) 



Donde D es el cociente de 1/e: 

Enzima Compuesto W (D) 

AOX Radical ABTS 36.00 cm2/nmol 0.0278 

Para el cálculo de la actividad enzimàtica se toman en cuenta otros 

parámetros tales como: el volumen total del ensayo en la cubeta y 

la dilución de la muestra en la cubeta: integrando estos nuevos 

parámetros la ec'n (4a) quedaría de la siguiente forma: 

U/mL= (AA) (D U/mL) (volumen en cubeta) (dilución en cubeta) 

Al realizar los cálculos con los datos conocidos se obtendrá una 

ecuación general que se expresaría de la siguiente forma: 

U/mL= (AA) (F U/mL) 



Donde F es un factor obtenido de la multiplicación de los datos 

conocidos: {D U/mL) (volumen en cubeta) (dilución en cubeta) 

Enzima (D) Volumen Dilución (F) 

AOX 0.0278 1,0 mL 10 0.28 

Cada uno de estos factores se utilizó en la determinación de 

actividad enzimàtica, como se menciona al final de cada 

procedimiento. La actividad enzimàtica en una muestra biológica 

se calcula considerando la dilución previa de ésta. 

Cuando se desea conocer la proporción de una enzima con 

respecto a la cantidad de proteínas de la muestra, se determina la 

actividad específica de la enzima (U/mg). La actividad específica 

se calculó dividiendo la actividad enzimàtica (U/mL) entre la 

concentración de proteínas (mg/mL). 



CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE 

PROTEINAS TOTALES 

Tabla I. Curva de calibración para la determinación de la 

concentración de proteínas totales. 

Tubo Proteína (̂ ig) Sol. Patrón (^L) Agua dest. (nL) 

1 0.0 0.0 200.0 

2 2.5 2.5 197.5 

3 5.0 5.0 195.0 

4 7.5 7.5 192.5 

5 10.0 10.0 190.0 

6 12.5 12.5 187.5 

7 15.0 15.0 185.0 

8 20.0 20.0 180.0 



PREPARACION DE REACTIVOS 

En el proceso de lo formación de esferoplastos se utilizó como 

amortiguador una solución deTris-hhSCU 0.1 M pH 9.3, conteniendo 

DTE lOmM. E! DTE se agregó inmediatamente antes de su uso. 

Amortiguador Tris-H2S04 pH 9.3 

Pesar 121.1 g y aforar a un litro de agua destilada ajusfar el pH con 

Tris-hhSCk De esta solución se hace una dilución para tener 

finalmente Tris 0.1 M: 

50 mL aforados a 500 mL con agua destilada. 

DTE 10mM 

Pesar 92.52 mg de DTE y disolver en 60 mL de Tris-O.IM. 



Para llevar a cabo la formación de los esferoplastos se utilizó una 

solución de Sorbitol 1M, conteniendo litícasa (25mg) y buffer fosfatos 

(20mM). 

Sorbitol 2M 

Pesar 364.4 g de sorbitol y aforar a un litro con agua destilada. 

Sorbitol 1M 

Preparar a partir de una solución de sorbitol 2M, aforando 500 mL de 

sorbitol 2M a un litro con agua destilada. 



Amortiguador de fosfatos 1M pH 7.4 

Solución 1 100 mL de KH2PO41M 

Solución 2 100 mL de K2HPO41M 

Solución madre Ajusfar el pH de la solución 2 a un pH 

determinado, utilizando la solución 1. 

Almacenar a 4°C. 

Solución de trabajo Diluir la solución madre en agua destilada 

hasta la concentración final necesaria. 

Agregar 1.2 mL de amortiguador de fosfatos 1M pH 7.4 a 60 mL de la 

solución de sorbitol 1M. 

Liticasa 

Pesar 25 mg de liticasa y agregar a 60 mL de la solución de sorbitol. 



Solución para la lisis de esferoplastos 

Para llevar a cabo la lisis de los esferoplastos se utilizó una solución 

de sorbitol a diferentes concentraciones (1M, 0.25M y 0.75M), MES-

NaOH 5 mM pH 5.5 a partir de una solución de 500mM y PMSF 1mM 

a partir de una solución de lOOmM, para preparar las tres soluciones 

que se utilizan. 

Sorbitol 0.25M 

12.5 mL de sorbitol 1M aforados a 50 mL con agua destilada. 

Sorbitol 1.75M 

43.75 mL de sorbitol 2M aforados a 50 mL con agua destilada. 

MES-NaOH 500mM 

Pesar 48.8 g de MES y aforar a 500 mL con agua destilada. 



PMSF 1 OOmM 

Preparar una solución de un stock de IGOmM de PMSF en una 

solución de etanol al 2% calentada en baño maría y diluir hasta 

ImM en sorbitol. 



Gradientes de densidad discontinuos de sacarosa 

Prepararación de las soluciones de sacarosa de diferentes 

concentraciones (%p/p); 

Concentración (%p/p) Sacarosa (g) Agua (g] 

60 36 24 

50 30 30 

45 27 33 

40 24 36 

35 21 39 

30 18 42 



Preparación del gradiente de densidad de sacarosa discontinuo: 

Solución Volumen (mL) Concentración (%p/p) 

1 4.5 60 

2 6.0 50 

3 6.0 45 

4 6.0 40 

5 6.0 35 

6 3.0 30 

La solución de sacarosa más concentrada se encuentra en el fondo 

del tubo. 



INMUNOMARCAJE 

Para realizar la técnica inmunocitoquimica se realizaron cortes finos 

de los bloques de Lowicryl y se colocaron en rejillas de níquel (200 

mesh) con soporte. Las rejillas con los cortes se colocaron sobre una 

gota de albúmina sérica bovina al 0.5% por 5 min. Luego se 

incubaron en presencia del anticuerpo específico anti-alcohol 

oxidasa o anti-dihidroxiacetona sintasa de conejo diluido 1:5000 y 

1:3000 respectivamente, en amortiguador PBS-glicina durante 12 a 

16 hrs a 4°C en cámara húmeda. 

Después se lavaron las rejillas con amortiguador PBS-glicina tres 

veces por 20 min. De nuevo se lavaron las rejillas, ahora con agua 

ultrapura tres veces por 20 min. y se incubaron con un segundo 

anticuerpo (anti-conejo de cabra) conjugado con partículas de oro 

coloidal (dilución 1:80) por 60 min. a temperatura ambiente en 

cámara húmeda. Posteriormente las rejillas se lavaron con 

amortiguador PBS-glicina tres veces por 20 min. y luego con agua 

ultrapura tres veces por 20 min. 



PREPARACION DE SOLUCIONES 

Albúmina sérica bovina (BSA) al 0.5% 

Pesar 0.5 g de BSA y aforar a 100 mL con buffer PBS-glicIna. 

Amortiguador PBS-giicina 

Pesar: 

NaCI 4g 

KCI 0.1 g 

Na2HP04 0.57g 

KH2P04 0.12g 

Glicina 0.37g 

aforar a 500 mL con agua ultrapura. 



MICROSCOPIA ELECTRONICA 

PROCEDIMIENTO DE FIJACION EN PERMANGANATO DE POTASIO E INCLUSION EN 

RESINA EPOXICA 

Cada uno de los paquetes celulares se fijaron en KMnO* al 1.5% 

durante 20 min. a temperatura ambiente. Después se hicieron dos 

lavados con agua ultrapura y se centrifugó para recuperar el 

paquete celular. A este paquete se agregó acetato de uranilo al 1% 

durante 1 hora, se agitó y se centrifugó durante 1 minuto. 

Posteriormente se deshidrató en una serie gradual de etanol, como 

sigue: 50% 15 min., 70% 15 min., 96% por 15 min., 100% por 15 min. y 

100% por 60 min. Después de la deshidratación se hizo una 

preinclusión e inclusión en resinas epóxicas como sigue: oxido de 

propileno 2 veces por 15 min., epón-oxido de propileno 1:1 una hora 

a temperatura ambiente, epón-oxido de propileno 3:1 una hora a 

temperatura ambiente 3 veces, y epón puro 30 min. 2 veces. 

Finalmente las células se dejaron una hora en epón puro a 



temperatura ambiente y se incluyeron definitivamente en cápsulas 

de plástico o en plantillas en la estufa por toda ia noche a 60°C, de 

acuerdo a un procedimiento descrito anteriormente (31). 

PROCEDIMIENTO DE FIJACION EN GLUTARALDEHIDO E INCLUSION EN RESINA 

L0WICRYL 

Los paquetes celulares se lavaron dos veces con agua destilada, 

centrifugando por 3 min. en una microcentrífuga. Se fijaron en 

glutaraldehido al 3% en amortiguador de cacodilatos durante una 

hora a 4°C. Se lavaron 2 veces con agua destilada. Las muestras se 

mantuvieron en amortiguador de cacodilatos hasta continuar el 

procedimiento. 

Posteriormente se lavaron 2 veces con agua ultrapura, se dejaron 10 

min. en peryodato de sodio al 0.1% y se lavaron como se describió 

anteriormente. Se agregó cloruro de amonio al 1% por 10 min. 

Después se realizó la deshidratación de la siguiente forma: 15 min. 

en etanol al 50 %; 10 min. en dimetilformamida al 50 % en etanol al 



50%; 10 min. en dimetilformamida al 75% en eianol al 50%. 

Posteriormente se agregó dimetilformamida al 100% por 10 min. para 

proceder con la preinclusión. 

En ésta, las células se trataron de la siguiente manera: 10 min. en 

dimetilform a mida lowicryl 2:1; 15 min. en dimet¡lformamida:Low¡cryl 

1:1; 20 min. en Lowicryl puro y otro paso en Lowicryl puro de 25 min. 

Finalmente se incluyeron en Lowicryl puro y la polimerización se 

efectuó en cápsulas de plástico secas, bajo luz ultravioleta y sobre 

hielo. Después de 2 hrs. se obtuvieron las muestras incluidas en 

bloques de Lowicryl. 



PREPARACION DE REACTIVOS 

Fijadores 

Giufaratdehído 3% en buffer de cacodilatos 0.1M pH 7.4 

Mezclar: 

Glutaraldehído 25% 12 mL 

Buffer de cacodilatos 0.1 M 88mL 

KMn04 1.5% 

Pesar 1.5g de KMnCU y aforar a 100 mL con agua ultrapura. 



Amortiguadores 

Amortiguador de cacodilatos 0.1 M pH 7.4 

Solución A 0.2M 

Cacodilato de sodio 4.28 g 

Agua destilada lOOmL 

Solución B 0.2M 

Acido clorhídrico 0.5 mL 

Agua destilada 25 mL 

Solución de trabajo 

Solución A 

Solución B 

lOOmL 

5.4 mL 



Aforar a 200 mL con agua destilada. 

Resinas 

Resina Lowicryl 

Solución A: 2 g ó 1.83 mL densidad 1.09 g/mL 

Solución B: 13 g ó 1.83 mL densidad 1.07 g/mL 

Catalizador 75 mg 

Se puede guardar en el congelador. 

Resina Epóxica 

suave media dura 

Resina 27.0 g 29.0g 31.4g 

DDSA 21.5g 16.0g 9.3g 

NMA 8.5g 14.3g 20.5g 



BDMA 1.7g 1.7g 1.7g 

(acelerador) 

Otras soluciones 

Acetato de uraniio 1% 

Pesar Ig de acetato de uraniio y aforar a 100 mL con agua 

ultrapura. 

Peryodato de sodio 0.1% 

Pesar O.lg de peryodato de sodio y aforar a 100 mL con agua 

ultrapura. 

Cloruro de amonio 1% 

Pesar Ig de cloruro de amonio y aforar a 100 mL con agua 

ultrapura. 



Acetato de uranilo 5% 

Pesar 0.5g de acetato de uranilo y aforar a 10 mL con alcohol etílico 

50% preparado con agua ultrapura. 

Se guarda en el refrigerador cubierto con papel aluminio. 

Soporte para rejillas 

Se calienta agua en una placa de petri a 40°C y se deja caer una 

gota de colodión. Al formarse una película sobre el agua se van 

colocando las rejillas con el lado opaco hacia abajo. Para sacar las 

rejillas se coloca un papel parafilm sobre toda la superficie y se 

levanta, las rejillas se pegan en el papel. Se dejan secar y se pueden 

utilizar un día después. 

CONTRASTACION DE CORTES ULTRAFINOS 

En una placa petri bien limpia se coloca un papel parafilm con 

gotas de acetato de uranilo y sobre las gotas se colocan las rejillas 



con los cortes cuidando de ponerlas con estos hacia abajo para 

que estén en contacto con la solución contrastante. Se dejan por 5 

minutos. Se lavan las rejillas por un minuto con agua ultrapura y se 

secan. Por último se lavan con agua ultrapura por 1 minuto y se 

dejan secar sobre un papel filtro en una caja de petri cerrada. 
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