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Propdsito y Método de Estudio: La toxina T-514, recientemente renombrada como

Peroxisomicina Al (PA1l), ¢s una antracenona dimérica la cual comstituye uno de los
principios téxicos de las plantas del género Karwinskia. El énfasis en el estudio de la T-514
se debe a su potencial uso terapéutico, ya que se ha demostrado su toxicidad selectiva in vitro
sobre diversas lineas celulares humanas de origen neopldsico. Por lo cual se ha propuesto el
uso de este compuesto coma un agente antineopldsico. Los datas obtenidos hasta el momento
acerca del mecanismo de accién de la PA1 sugieren que el peroxisoma s ¢l organelo blanco
en levaduras y em higado de monos, ratas y ratoucs. El proposito del preseote estudio fue
analizar ¢l efecto de PAl sobre los principales compartimentos celulares de C. boidinii, asi
como evaluar la accidn de PA1 sobre S, ceréevisiae. Para esto se realizaron cultivos de C.
boidinii en ausemcia y presencia de PA1. A partir de estos cultivos se evalud la ultraestructura
celular, se determiné 1a actividad de enzimas marcadoras de las fracciones celulares aisladas
de esta levadura, se analizaron también los principales componentes de la fraccion nuclear y
se investigd la presencia de PA1 en las fracciones celulares aisladas por medio de CLAR. Por
otro lado, en 8. cerevisiae se nvestigd el efecto de PA1 sobre la viabilidad y la
ultraestructura celular de esta levadura.

Conclusiones y Contribuciones: La PAl, a upa dosis no letal, afecta la actividad de enzimas

especificas de los compartimentos c¢lulares y el contenido de los componentes nucleares de
C. boidinii. Los resultados obtenidas después de 30 min. de exposicién sugicren induccién de
las sintesis de protcinas en C. boidinii. La PAl fue detectada (por CLAR) en la fraccién
auclear e los primeros empos de exposicidon. En 5. cerevisiae, levadura no metilotréfica, la
PA1l a una dosis no letal, causa dafio sobre la membrana peroxisomal. El dafio sobre la
membrana peroxisomal causado por la PAl no parece estar relacionado con la actividad
metabdlica de las levaduras. Los resultados de este trabajo contribuycn al aumenta del
conocimiento sobre el mecanismo de acciém de PAL.
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"CAPITULO 1
INTRODUCCION

Compuestos téxicos han sido aislados de un gran nimero de plantas
de diversos géneros'. Entre estos compuestos tdxicos se encuentran los de
tipo antracendnico las cuales han sido aislados del género Karwinskia®’.
Este género Karwinskia perteneciente a la familia Rhamnaceae, incluye
arbustos y arboles pequeiios que crecen en zonas tropicales y 4reas
desérticas. Se han descrito 15 especies diferentes del género Karwinskia, de
las cuales 11 se encuentran en México®, siendo la mds comin por su
extensién territorial la Karwinskia humbealdtiana. Segiin reportes clinicos™
19, aproximadamente a los 15 dias posteriores a la ingestién del fruto de
estas plantas, se presentan manifestaciones clinicas como polineuropatia
progresiva, caracterizada por pardlisis simétrica ascendente, que puede
terminar en muerte por paro respiratorio. Algunos de los sindromes
paraliticos, como el de Guillian-Barre, la poliomielitis y otras neuropatias
periféricas presentan un cuadro clinico similar al causado por estas plantas.

Clavijero describio por primera vez a la K. humboldtiana dentro de
las plantas nocivas y extravagantes encontradas por los jesuitas en Baja
~ California a finales del siglo XVIII", Esta planta se encuentra distribuida
précticamente en todo el territorio mexicano, en el Suroeste de los Estados
Unidos de Norteamérica y en parte de Centro América. Su fruto es del
tamafio de un garbanzo, verde en sus inicios y de un color negro en la
madurez, cuyo mesocarpio dulce e inocuo protege a una semilla de alta
capacidad téxica para mamiferos, incluido el humano® %1617,

En 1975 Dreyer v cols.?, aislaron por primera vez del fruto seco de
K. humboldtiana, cuatro compuestos responsables de las propiedades
téxicas de dicha planta, los cuales fueron identificados como antracenonas
diméricas. Estas toxinas fueron denominadas de acuerdo a su peso
molecular como: T 496, T 514, T 516 y T 544.
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Posteriormente Guerrero y cols.’ reportaron una modificacién al
método utilizado por Dreyer y cols.? para el aislamiento de estas toxinas.
Waksman y cols. han aislado y caracterizadu otros compuestos
antracendnicos a partir de K. parvifolia: dos diasteroisémeros de T-514%7,
un isdmero de posicion de T-514" y T 510°.

En 1981, surgié6 en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn,
una linea de investigacién dirigida tanto al estudio de la actividad bioldgica
de los compuestos antracendnicos aislados de diferentes especies del género
Karwinskia, asi como también a la caracterizacién morfoldgica y funcional
de la planta mantenida tanto en condiciones de invernadero como en cultivo

in vitra's.

Waksman y cols.* efectuaron el andlisis quimico y toxicolégico de
extractos cloroférmicos obtenidos de los frutos de 10 especies de plantas de
este género. Estos estudios demostraron que todas las plantas examinadas
son téxicas y su toxicidad se asemeja cualitativamente a la intoxicacion
aguda producida con K. humbeldtiana. Todas las plantas se caracterizan por
la presencia de compuestos antracendmicos, sin embargo se encontrd
diferente contenido de las toxinas, asi la T 544 esta presente en mayor
cantidad en Karwinskia humboldiiana, la T 496 se produce méis en
Karwinskia calderonii y la T 514 se recupera en mayor cantidad de
Karwinskia parvifolia.

En los estudios de Bermiidez y cols.'” en animales intoxicados con
T 514 se establecié que los érganos blanco de esta toxina son: higado, rifién
y pulmén. La evidencia de la mayoria de los dafios causados a estos
drganos, tanto clinica como histopatolégicamente, fue demostrada en varias
especies de animales de experimentacidn como en algunos roedores'™ 2 y
en primates como el Macaco* 3, Por otro lado, en el humano® solo se
obtuvo evidencia clinica del dafio causado a estos tres drganos. Con
respecto a la actividad bioldgica de otras toxinas de K. humboldtiana se
comprob$ que: T 544 es responsable del efecto neurolégico periférico y
por lo tanto de la pardlisis y T 496 produce diarrea cuando se administra por
via ora]'> 1'% Egtudios efectuados para determinar la dosis letal media de
estos compuestos demostraron que T 514 es la mds tdxica de todos los
comnpuestgs.
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Estudios realizados por Garza-Ocailas y cols.* en cultivos de células
de piel y de hepatocitos para comparar la citotoxicidad in vitro € in vivo de
la T 514 y la T 544, demostraron que T §14 causa mayor toxicidad hepdtica
que la T 544 in vitro. Por otra parte, se analizd ¢l efecto del diasteroisémero
de T 514 ea células hepiticas, demaostrandose que la toxicidad in vifro de
este compuesto en células hepdticas es muy similar a la de T 514*. Ea
contraste, Martinez y cols.?, demostraron que en condiciones in vive, la
toxicidad hepética causada por T 514 es mucho mayor que la producida por
el diasteroisémero de T 514,

Pifieyro y cols.” describieron por prmera vez la toxicidad selectiva
de la T 514 sobre algunas lineas celulares tumorales humanas de higado,
pulmén y colon, ya que su curva de letalidad dosis-respuesta presenté una
forma particularmente empinada, lo cual se traduce como una variacién
biolégica estrecha®”%. Este hallazgo ha sido confirmado por investigadores
de las Universidades de Berlin y Freiburg (Alemania) y recientemente en el
Instituto Nacional de Cancer (EUA). Lo anterior ha motivado que en los
ultimos afios se intensifiquen los estudios encaminados a establecer a la
T 514 como un posible agente antineopldsico, y se ha obtenido una patente
para su utilizacién, la cual fue otorgada primero por la Comunidad
Econémica Europea™, y posteriormente por las EUA* y Japén.

Debido a que el mecanismo de accién de la T 514 aiin se desconoce,
en los iltimos afos se han llevado a cabo diversos estudios bioqufmicos y
morfolégicos encaminados a obtener informacidn acerca de éste.

Estudios bioquimicos realizados por Moreno y cols.* demostraron
que la T 514 es un inhibidor no competitivo de la catalasa hepdtica de tres
fuentes animales (res, perro y ratn), bajo condiciones ir vitra. Se analizo el
efecto tanto de T 514 como de otros compuestos antracendnicos aislados y
purificados de especies del género Karwinskia. En este estudio se encontrd
una relacién estrecha entre la estructura quimica de los compuestos
antracenodnicos y el grado de inhibicién de catalasa. Los compuestos mds
activos fueron aquellos que contienen dos grupos antracenénicas,
correspondientes a la T 514 y su disateroisémero, las cuales produjeron el
mayor grado de inhibicidn y no hubo diferencia significativa entre ellas. Por
otro lado, el resto de las toxinas mostraron un menor grado de inhibicidn,
correspondiendo a los dimeros que contienem una unidad antrona o
antraquinona, En este estudio se utilizé como control positivo de inhibicién



el aminotriazol e] cual es un potente inhibidor de la actividad de catalasa in
vivo, pero menos potente in vitro. Todos los compuestos antracendnicos
analizados son inhibidores de la catalasa in vitro mds potentes que el
aminotriazol.

El efecto de T 514 sobre la actividad de catalasa hepdtica del ratén
albino también ha sido investigado en cortes de tejido hepético incubados
con toxina (in situ) y en fracciones hepéticas de ratones intoxicados con
T 514 (in vivo)*, En este estudio se demostrdé por medio de procedimientos
histoquimicos y biogquimicos que no existe inhibicién de la catalasa. Este
hallazgo indica que la T 514 dnicamente inhibe la actividad de catalasa in
vitro, cuando se utiliza enzima punficada. Esto sugiere que la catalasa no
estd involucrada en el dafio peroxisomal causado por la T 514, bajo
condiciones in vivo.

Estudios morfolégicos realizados por Sepilveda y cols.?®
demostraron una disminucién marcada del nimero de peroxisomas ¢n
hepatocitas de ratas Wistar y de monos Macaca fasicularis intoxicadas
experimentalmente con T 514. Recientemente, se ha demostrado que la
disminucidén del nimero de peroxisomas en ¢l higado de Macaca
fascicularis intoxicados con T 514, se debe a la degradacién de los
organelos afectados por medio de la via autofagica lisosomal™.

Numerosos estudios de biogénesis y funcién peroxisomal han sido
realizados en levaduras, ya que en estas células eucariotas se puede inducir
la proliferacidn peroxisomal en medios de cuitivo especificos™.

Las levaduras metilotréficas pueden utilizar el metanol ¢omo uinica
fuente de carbono y en ellas se induce la proliferacién peroxisomal debido a
que la matriz peroxisomal contiene las enzimas que catalizan las reacciones
iniciales del catabolismo del metanol. Estas enzimas son: alcohol oxidasa®,
dihidroxiacetona sintasa® y catalasa®®,

Estudios realizados por Sepilveda y cols.*! en cultivos de dos
especies de levaduras metilotréficas: Candida boidinii y Hansenula
polymorpha, utilizando medio minimo con metanol como Gnica fuente de
carbono, demostraron el efecto de la T 514 sobre los peroxisomas in vivo.
Con respecto a la supervivencia celular de Candida boidinii cultivada en
medios especificos, con glucosa 0 metanol como Gnica fuente de carbono



respectivamente, y en presencia de T 514 a una concentracién de 50 pg/mlL.,
se produjo un efecto drastico sobre la viabilidad de esta levadura, muriendo
el 100 % de las células después de 60 min de exposicién a la toxina.
Ademds, en las células cultivadas en metanol, se observg un efecto
inmediato sobre la organizacidn total de los peroxisomas después de la
adicién del compuesto. A los diez minutos de exposiciéon muchos de los
grupos de peroxisomas en las células migraron hacia dentro de la vacuola,
ocurriendo después la desintegracién del citoplasma. Efectos comparables
fueron observados en cultivos de Hansenula polymorpha utilizando medio
con metanol como Unica fuente de carbono.

En presencia de una dosis no letal de T 514 (2 pug/mL) se obtuvo un
efecto dosis-respuesta: el crecimiento cesd inicialmente, reinicidndose
después de un periodo de 4 h. Desde los 30 min de incubacidn, a nivel
subcelular, se encontré un efecto especifico sobre la integridad peroxisomal
(Figura 1). Ultraestructuralmente este dano sobre los peroxisomas se
observd como la fragmentacion de la membrana peroxisomal. Cuando
ocurri¢ este efecto sobre los peroxisomas, se observaron agregados
citosolicos de las proteinas de matriz peroxisomal, sugiriendo que el
importe de proteinas recién sintetizadas estd bloqueado. El daiio
peroxisomal fue irreversible ya que los organelos afectados fueron
degradados en la vacuola autofdgica. Ademds, utilizando la técnica de
inmunocitoquimica se demostrd la presencia .de alcohol oxidasa
peroxisomal dentro de la vacuola autofagica. Lo anterior sugiere la
degradacién de los peroxisomas dafiados por medio de autofagia. Bajo las
condiciones experimentales no se observd dafio sobre otras estructuras
celulares. En estos estudios la actividad de las enzimas alcohol oxidasa y
catalasa no fue modificada por la T 514.

Debido a estos hallazgos que demostraron, a través de métodos
morfaldgicos, el efecto selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de
levaduras metilotréficas, se ha renombrado al compuesto antracendnico
T 514 como Peroxisomicina Al (PA1, Figura 2).

Los isOmeros espaciales de este compuesto se renombraron con
nimeros progresivos. En el caso de los isdmeros de posicion se antepone el
prefijo iso- al nombre de Peroxisomicina Al. La letra A y el nimero 1 que
complementan ¢l nombre de Peroxisomicina, provienen de la nomenclatura
para estereoisémeros de esta naturaleza establecida por Steglichy Gill*,



Figura 1. Efecto de la T 514 sobre la membrana peroxisomal de levaduras
metilotréficas. Sepiilveda y cols. 1992.



Figura 2. Peroxisomicina Al o T 514



De acuerdo a esta nomenclatura los atropoisémeros de tipo A, son aquellos
que en las curvas de Dicroismo Circular presentan efecto Cotton negativo a
Alarga y efecto Cotton positivo a A corta; asimismo los atropoisémeros
detipo B son aquellos que presentan efectos Cotton de signo contrario al
tipo A. El nimero corresponde al orden de purficacion e identificacién del
compuesto.

Con el propdsito de investigar si el e¢fecto sobre peroxisomas es
exclusiva de PALI, se analizd el efecto de diferentes antracenonas diméricas
estructuralmente semejantes a PA1l sobre los peroxisomas de
Candida boidinii, bajo condiciones in vivo*’. En este trabajo se demostré
que todos los compuestos analizados: PA2Z, IsoPAl y T 544 afectan la
viabilidad de C. boidinii y ademds causan el dafdo sobre la membrana
peroxisomal descrito por Sepilveda y cols.” en levaduras metilotréficas. El
dafio peroxisomal fue mds intenso en las células cultivadas en presencia de
T 544. Ademds se demostr§ que los compuestos antracendnicos analizados

no afectaron la actividad de catalasa bajo condiciones in vivo®.

Por otro lado, utilizando este sistema de levaduras metilotréficas, se
han logrado aislar cepas con disfuncién peroxisomal a partir de células de
Hansenula polymorpha incubadas con § pg/mL de PA1. Los resultados de
este trabajo sugieren gue el efecto de PA] probablemente ocurra sobre el
genoma de csta levadura, sin descartar un dafio directo sobre la membrana
peroxisomal™.

En base a los hallazgos obtenidos sobre el mecanismo de accidn de 1a
PALl, se considera al peroxisoma como organelo blanco de este compuesto,
tanto en levaduras como en hepatocitos de monos y ratas.

LEVADURAS.

Las células eucariotes poseen una compleja compartamentalizacidn
bloquumca basada en sus organelos funciomal y morfolégicamente
especializados. Cada organelo celular tiene su propio conjunta de
proteinas®.



Las levaduras son organismos cucariotes unicelulares, cuya
reproduccidn es por gemacion o fisién. De acuerdo al tipo de ciclo de vida
se distinguen tres grupos principales de levaduras: Ascomicetos,
Basidomicetos y Hongos imperfectos; cada uno de ellos incluye una amplia
variedad de géneros y especies®. En gencral sus estructuras subcelulares
son las mismas que las de organismos eucariotes superiores®.

La pared celular de las levaduras es fina cuando las células son
jOvenes y se engrosa con la edad. Su composicion quimica es de glucano
(unidades de D-glucosa) y manano (unidades de D-manosa), ademds de
proteinas y lipidos. La membrana citoplasmica se observa como una
estructura trilaminar la cual funciona como barrera osmdética y estd
constituida de lipidos, proteinas y polisacdridos®. |

La célula de levadura contiene citoplasma en estado semilfquido
compuesto por materiales granulares finos, ribosomas ricos en RNA y
organelos limitados por membranas. El sistema de membranas en este
compartimento son vesfculas hidroliticas, endosomas, microcuerpos,
aparato de Golgi y reticulo endopldsmico. Este dltimo esta conectado a la
membrana nuclear extema o en contactu con la membrana citoplasmica. En
el citoplasma se encuentran numerosas enzimas responsables de diversas
reacciones metabdlicas, tal como la lactato deshidrogenasa que cataliza la
reaccion reversible de lactato a piruvato (producto de la gliclisis) .

Estudios ultraestructurales han demostrado que el micleo de las
levaduras es un organelo bien definido por una envoltura nuclear
semipermeable. Sus componentes principales son DNA, RNA y proteinas.
No se ha demostrado la presencia de cromosomas condensados er su
interior*.

Asi como en atros organismos eucaridticos, en levaduras las
mitocondrias se observan como organelos rodeados de dos membranas, la
membrana intemna forma algunas crestas hacia adentro (invaginaciones).
Las mitocondrias estdn constituidas de lipoproteina y una pequeiia cantidad
de RNA y DNA (diferente al DNA nuclear). En la matriz mitocondrial se
localizan muchas enzimas e intermedianos quimicos involucrados en la
produccién de energia. Las mitocondrias contienen los componentes de la
cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa, asi como las enzimas del ciclo
de Krebs®.
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Cada célula de levadura contiene una ¢ mis vacuolas transparentes a
los electrones que estdn limitadas por una membrana. En las células que se
encuentran en la fase exponencial, ¢l interior de este organelo no presenta
elementos estructurales. Se ha demostrado la presencia de diversas enzimas
hidroliticas como proteasas, ribonucleasas y estearasas. La existencia de
hidrolasas en las vacuolas demuestra que este organelo corresponde a los

lisosomas de eucariotes superiores®,

Durante el proceso de aislamiento de organelos celulares, el reticulo
endoplédsmico se obtiene como una multitud de pequefias vesiculas con un
diametro aproximado de 100 nm, que se conocen como microsomas. Los
microsomas constituyen un modelo adecuado para el estudio de [a funcién
del reticulo endopldsmico. Este organelo celular contiene sistemnas
enzimaticos responsables de la sintesis de esteroles, triacilglicéridos y
fosfolipidos, asi como sistemas encargados de la destoxificacion de drogas
a través de reacciones de metilacién o hidroxilacion. En el reticulo
endoplasmico se localiza el citocromo P-450 que esta asociado a los
procesos de destoxificacidn de drogas.

La familia de organelos conocida como microcuerpas incluye a los
peroxisomas, glioxisomas y glicosomas, siendo los peroxisomas los mds
importantes. El peroxisoma fue definido por de Duve como el microcuerpo
que contiene al menos una oxidasa productora de perdxido de hidrégeno y
catalasa que degrada este compuesto”. Ademds de esta funcién respiratoria
en los peroxisomas se efectua la g-oxidacién de dcidos grasos, la cual se
conserva en animales, plantas y hongos. Se ha demostrado que existe
también la p-oxidacion mitocondrial en animales no as{ en plantas ni en
hongos, incluyendo levaduras*®. En los peroxisomas de plantas y hongos se
encuentran también las enzimas que participan en el ciclo del glioxilato, en
el cual se convierten los compuestos de dos catbonos (como el acetil-CoA
provenientes de la degradacién de 4cidos grasos por la f-oxidacion) a
carbohidratos®.

El glioxisoma es el microcuerpo que contiene las enzimas del ciclo
del glioxilato®™. En este organelo también se lleva a cabo la formacidn y
degradacidn del per6xido de hidrégeno y la p-oxidacion de dcidos grasos. El
glicosoma generalmente carece de catalasa, pero contiene las enzimas de la
glic6lisis™ y otras proteinas comunes de los peroxisomas®,
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El estudio de los peroxisomas se ha incrementado en los tltimos afios
por varias razones: a) El hallazgo de que peroxisomas de mamiferos estin
involucrados en el metabolismo de lfpidos®, b) Diferentes compuestos
carcinogénicos inducen la proliferacién peroxisomal en roedores® y
¢) Diversas enfermedades humanas hereditarias que se consideran letales
son causadas por defectos en la funcién y/o ensamble de los peroxisomas®.

El estudio de la biogénesis y funcidn peroxisomal en levaduras se ha
facilitado debido al descubrimiento de levaduras que son capaces de crecer
en medios con metanol como dnica fuente de carbono y de energia. A este
grupo de levaduras se les denomina metilotroficas.

Es evidente que la utilizacidn del metanol entre levaduras no es tan
comin como en bacterias. Estudios efectuados en extensas colecciones de
levaduras han mostrado tnicamente 15 especies de levaduras capaces de

crecer en metanol, incluidas en los géneros Hansenula, Pichia, Candida y
Torulopsis 5%,

Ogata y cols.”” (1969) reportaron por primera vez el aislamiento de
una levadura cultivada en un medio con metanol: Kloeckera sp. 2201 (la
cual se conoce actualmente como Candida boidinii).

El pasa inicial del metabolismo del metanol consiste en la oxidacién
del metanol a formaldehido, el cual es catalizado por la enzima alcohol
oxidasa (AQ). En esta reaccidn se forma como producto secundario el
peroxido de hidrégeno que es degradado por la catalasa. Se ha propuesto
que esta enzima juega un papel importante en la oxidacién del metanol®,
Ambas enzimas son exclusivas del peroxisoma cuando la levadura se

cultiva en medio con metanol como dnica fuente de carbono™.

Debido a que la AO y la catalasa se encuentran en los peroxisomas,
la induccidn de la sintesis de estas enzimas en la célula esta asociada con la
proliferacién de dichos organelos (Figura 3). La induccién de la
proliferacién de peroxisomas se observa come la formacion de grupos de
arganelos que llegan a ocupar hasta €l 80% del volumen citopldsmico de la

célula®*!,
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Figura 3. Induccién de la proliferacién peroxisomal en levaduras
metilotrdficas.
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Figura 4. Induccién de la proliferacién peroxisomal en Saccharomyces
cerevisiae cultivada en medio con 4cido oleico.
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En levaduras metilotréficas la proliferacién peroxisomal puede ser
inducida también por otros sustratos diferentes al metanol, tales como el
4cido oleico y D-alanina*?, Cuando se utiliza el 4cido oleico®™ en el medio
de cultivo como Unica fuente de carbono y energia, se induce la sintesis del
sistema de la p-oxidacion de dcidos grasos, ciertas enzimas del ciclo del
glioxilato y catalasa. Se ha reportado que ¢l uso de D-alanina® induce la
sintesis de catalasa, D-aminodcido oxidasa y glutamato-oxalacetato
aminotransferasa. En ambos casos se induce la proliferacion del
peroxisoma, sin embargo el grado de proliferacién es mucho mayor cuando
estas levaduras se cultivan en medios con metanol como tnica fuente de
carbono,

Existen levaduras no metilotréficas en las cuales también se puede
inducir la proliferacidn peroxisomal utilizando sustratos especificos. Tal es
el caso de Saccharomyces cerevisiae cultivada en medio con icido oleico
como vnica fuente de carbono®™.

Bajo condiciones basales, en medio con glucosa como tnica fuente
de carbono, las células de S. cerevisiae contienen uno o pocos peroxisomas
pequeiios. Cuando la levadura se cultiva en fuentes de carbono no
fermentables como glicerol o etanol sus peroxisomas se observan en
ocasiones un poco mds grandes. Los peroxisomas son alin mas grandes y
abundantes cuando las células se cultivan en medio con dcido oleico como
unica fuente de carbono (Figura 4).

En los peroxisomas de §. cerevisiae se ha demostrado ademads de la
catalasa, la presencia de enzimas del ciclo del glioxilato (malato sintasa,
isocitrato liasa y citrato sintasa) y las enzimas del sistema de la B-oxidacién
de 4cidos grasos (acil-CoA sintetasa, acil-CoA oxidasa, enocil-CoA
hidratasa, 3-hidroxi acil-CoA deshidrogenasa, 3-ceto acil-CoA tiolasa y
carnitin-acetil-CoA acil transferasa). Durante la proliferacion de
peroxisomas en medios con 4cido oleico se induce también la sintesis de las
enzimas antes mencionadas. En comparacién con levaduras metilotréficas
el grado de proliferacidn y el tamafio de los peroxisomas en §. cerevisiae es
considerablemente menor®™ %,
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Los estudios realizados por Sepuilveda y cols.¥ demostraron
por primera vez que una dosis no letal (2 pg/ml) de PAl produjo un dafio
selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de levaduras metilotréficas
Candida boidinii y Hansenula polymorpha. El dafio sobre los peroxisomas
se observé como la fragmentacion de la membrana peroxisomal, bajo estas
condiciones experimentales no se observ$ dafio sobre otras estructuras
celulares, lo cual sugind que el efecto de PAI fuese selectivo sobre los
peroxisomas.El dafio peroxisomal fue irreversible ya que los organelos
afectados fueron degradados en la vacuola autofagica. Este hallazgo ha sido
confirmado por Vargas y cols.“ en H. polymorpha y por Salazar y cols. ¥
en C. boidinii.

Por otro lado, estudios realizades en células de tibulos contorneados
proximales aislados, incubados con PAl, demostraron que este compuesto
ademas de producir una disminucién del nimero de peroxisomas, también
causa cambios morfolégicos en las miftocondrias de estas células®.
Recientemente, en la levadura metilotréfica C. boidinii se encaontrd un
hallazgo similar: el compuesto T 544, una antracenona dimeérica
estructuralmente relacionada a PA1, produjo efecto sobre las mitocondrias.
Este dafio se observé como un agrandamiento del organelo®.

El efecto de PA1 sobre los peroxisomas de levaduras metilotréficas
se ha demostrado a través de métodos morfoldgicos. Sin embargo no se han
realizado estudios bioqufmices, por lo cual se desconoce si la PAl produce
efecto sobre la funcidn de los diferentes compartimentos celulares. En este
estudio se investigd, por medio de métodos bioquimicos y morfoldgicos, el
posible efecto de 1a PA[ sobre los principales compartimentos celulares de
la levadura Candida boidinii, tales como citosol, reticulo endopldsmico,
mitocondrias, peroxisomas y nucleo.

Por otro lado, el efecto de PAL sobre la membrana peroxisomal ha
sido demostrado dnicamente en dos especies de las levaduras
metilotréficas: Hansenula polymorpha y Candida boidinii, cultivadas en
medios con metanol como Gnica fuente de carbono. Con el propdsito de
investigar si el efecto de PAL estd relacionado con la actividad metabélica
de levaduras, en ¢l presente trabajo se analizé el efecto de PA1 sobre los
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peroxisomas de una levadura no metilotréfica como lo es
Saccharomyces cerevisiae cultivada en medio con 4cido oleico como iinica
fuente de carbono y sustrato inductor de proliferacién peroxisomal.



17

HIPOTESIS

La Peroxisomicina Al, a una dosis no letal produce dafio selectivo
sobre los peroxisomas de C. boidinii y §. cerevisiae.
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OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de la Peroxisomicina Al sobre los principales
compartimentos celulares de C. bodinii, asi como evaluar su accién sabre
S. cerevisiae.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la ultraestructura celular de C. boidinii cultivada en ausencia y
presencia de una dosis no letal de peroxisomicina Al.

2.« Determinar la actividad -de enzimas marcadoras de las fracciones
celulares aisladas de C. boidinii cultivada en ausencia y presencia de una
dosis no letal de peroxisomicina Al.

3.- Analizar los principales componentes de la fraccidon nuclear de
C. boidinii cultivada en ausencia y presencia de una dosis no letal de
peroxisomicina Al.

4.- Investigar la presencia de peroxisomicina Al en las fracciones celulares
aisladas de C. boidinii cultivada en presencia de una dosis no letal de
peroxisomicina Al, por medio de CLAR.

5.- Investigar el efecto de la peroxisomicina Al sobre la viabilidad de
S. cerevisiae.

6.- Evaluar la ultraestructura celular de S. cerevisiae cultivada en ausencia y
presencia de una dosis no letal de peroxisomicina Al.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. _Material

2.1.1. Reactives

Se utilizaron productos quimicos obtenidos comercialmente de las
siguientes compaiiias: Productos Quimicos Monterrey, Merck, Sigma, 1CN,
Difco, Biorad, Pelco, Waters.

2.1.2. Material bioldgico

Candida boidinii cepa ATCC 32195.

Saccharomyces cerevisiae cepa MMYO 11a.

Peroxisomicina Al extraida de Karwinskia parvifolia. Este
compuesto fue aislado y purificado en le Departamento de

Farmacologfa y Toxicologia de la Facultad de Medicina de Ja
U.AN.L.

2.1.3. Equipo

Incubadora estdtica Riossa.

Incubadora Lab-line con agitador mecénico.
Espectrofotémetro Beckman DU 7500 con arreglo de diodos.
Centrifuga Beckman Avant 30.

Ultramicrotomo Ultratome LKB V.

Microscopio Electrdnico de Transmision Carl-Zeiss EM 109,
Ultracentrifuga Beckman L§-M.
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Rotores Beckman SW28 vy Ti60.

Camara para Extraccidn en Fase Sélida Waters.

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion HP 1090 con arreglo
de diodos.

2.2. Métodos

2.2.1. Preparacion de solucion concentrada de PA1

La peroxisomicina Al se disolvié en metanol (solubilidad 1 mg/mL)
para obtener una solucidn concentrada del compuesto. Las soluciones de
PA1 se prepararon inmediatamente antes de su uso.

2.2.2. Métodos de cultivo

Las células de C. boidinii y S. cerevisiae se mantuvieron viables a
través de su resiembra cada dos meses en placas de agar YPD al 2 % (ver
Apéndice). Las placas de culfivo se almacenan a 4 °C.

2.2.2.1. Métodos de cultivo de Candida boidinii.

Los cultivos liquidos de C. boidinii se realizaron de la siguiente
forma: se inoculdé una colonia de la levadura en medio enriquecide con
glucosa al 2% (YPD 2%, ver Apéndice). Los cultivos se incubaron por 24
horas a 30 °C bajo agitacién constante (250 rpm). Células de C. boidinii de
los cultivos en YPD (2%) se transfirieron a Medios Minimos con Metanol
(MMM 0,5 %, ver Apéndice). El metanol se utilizéd como tnica fuente de
carbona y camo sustrato inductor de la proliferacidon peroxisomal. Los
cultivos se 1niciaron en todos los casos con una turbidez del medio de
cultivo de 0,1 D.O./mL determinado a 600 nm. Dichos cultivos se revisaron
periddicamente bajo el microscopio de luz para evaluar su pureza y
descartar su contaminacioén.
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2.2.2.2, Métodoas de cultive de Saccharomyces cerevisiae.

Los cultivos liquidos de §. cerevisiae se realizaran de la siguiente
forma: se inoculé una colonia de la levadura en medio enriquecido con
glucosa al 2% (YPD 2%, ver Apéndice). Los cultivos se incubaron por 24
horas a 30 °C bajo agitacidn constante (250 rpm). Células de 8. cerevisiae
de los cultivos en YPD (2%) se transfirieron a Medios con Glucosa (YPGG,
ver Apéndice) o con Acida oleico (YPGOT, ver Apéndice). El dcido oleico
se utilizé como tnica fuente de carbono y como sustrato inductor de la
proliferacion peroxisomal. Los cultivos se iniciaron en todos los casos con
una turbidez del medio de cultivo de 0,1 D.Q./mL determinado a 60{) nm.
Todos los cultivos se incubaron a 30 °C bajo agitacién constante (250 rpm).
Los cultivos se revisaron periddicamente bajo el microscopio de luz para
evaluar su pureza y descartar su contaminacidn.

2.2.3. Conteo de colonias de Saccharomyces cerevisiae en placas de agar

Se realizaron cultivos liquidos de §. cerevisiae en medios con glucosa
o con 4cido oleico como inica fuente de carbono. En la fase exponencial
media de los cultivos se adiciond PA1 a una concentracion final de 0,5; 2;
10; 20 y 50 pg/mL. Como control se utilizaron cultivos sin PAl. Después
de la adicién de PAIl, los cultivos se incubaron a 30 °C bajo agitacion
constante durante 2 hrs. Se realizaron diluciones seriadas de los cultivos de
S. cerevisiae hasta tener una dilucién final de 1:1 x 10%. Un volumen de 0,1
mL de la dltuma dilucidn se sembré por extension, tanto en placas de agar
YPGG como en placas de agar YPGOT (Ver Apéndice). Las placas se
incubaron a 30 °C durante 48 hrs. Posteriormente se realizé el conteo de las
colonias en las placas de agar.



2.2.4. Aislamiento de organelos celulares

2.2.4.1. Formacidn y lisis de esferoplastos®

Se realizaron cultivos liquidos de C. boidinii en Medios con Metanol
(MMM; 0,5%). En la fase exponencial media de los cultivos se adiciond a
cada uno de ellos PA1 a una concentacidn final de 2 pg/ml.. Como control
se utilizaron cultivos sin PA1. Después de la adicion de PA1, los cultivos se
incubaron a 30 °C bajo agitacion constante durante 0,5; 1 y 2 hrs.

Se cosecharon las células y se obtuvo el paquete celular, Después de
lavar con agua destilada el paquete celular se resuspendid en amortiguador
Tris-H,SO, (pH 9.3; ver Apéndice), la suspensidn se incubé durante 15 min
a 30 °C y 250 rpm. Las células se lavaron con sorbitol 1 M.

Para la formacidn de esferoplastos se efectud la digestion de la pared
celular utilizando una solucidn de sorbitol (1 M; Amortiguadoer de fostato
de potasic 200 mM; pH 7,5). Se agregaron 25 mg de liticasa a la solucién.
La liticasa que se utilizé fue de Arthrobacter luteus con actividad de 81 000
U/mg y se adquirié comercialmente de Laboratonios ICN Biomedicals, Inc.
Las c€lulas se suspendieron cn esta solucién y se incubaron por 65 min a
30°C y 250 rpm.

Se realiz$ lisis osmdética de los esferoplastos utilizando sorbitol
(MES-NaOH 5 mM; pH 5,5; PMSF 1 mM). Primero los esferoplastos se
resuspendieron en sorbitol 1 M y posteriormente se agregd una solucidn de
sorbitol 0,25 M, Después de realizar una agitacién vigorosa para la lisis de
los esferoplastos, se adicioné a la suspensién sorbitol 1,75 M. La
suspension de organelos se sometié a centrifugacién diferencial: § 000 x g,
20 min (Rotor JA16, 8 000 rpm).

La formacién de esferoplastos se evalud bajo el microscopio de luz:
se colocd una muestra de esferoplastos sobre un portaobjetos y se cubnid,
los esferoplastos se observarom con una membrana refringente.
Posteriormente se adiciond una gota de agua destilada y se observé bajo el
microscopio de luz, al cantacto con el agua se produce la lisis de los
esferoplastos y se liberan los organelos.
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2.2.4.2, Separacion de organclos celulares por medio de
ultracentrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa®

El sobrenadante obtenido después de la centrifugacién a 5 000 x g, se
centrifugé a 15 000 x g, 20 min (Rotor Ti60, 12 000 rpm), obteniéndose el
sedimento enriquecido con citosol, mitocondrias y peroxisomas.
Pasteriormente este sedimento se sometié a ultracentrifugacion en gradiente
de densidad de sacarosa (ver Apéndice) a 140 000 x g, 5.5 h (Rotor Sw28,
27 000 rpm) (Figura 5).

2.2.4.3. Aislamiento de la fraccién microsomal

El sobrenadante obtenido después de la centrifugacion a 5 000 x g, se
centrifugd a 15 000 x g, 20 min (Rotor Ti6Q, 12 000 rpm). En el
sobrenadante s¢ obtuvo parte del citosol y los microsomas. La fraccidon
microsomal se obtuvo después de un paso ultracentrifugacion a 120 000 x
g, 4 min (Rotor Ti60, 35 500 rpm).

2.2.4.4. Aislamiento del micleo celular®

El paquete de esferoplastos se sometié a homogenizacién en
presencia de Triton X-100 (ver Apéndice). El homogenizado se centrifugs a
3000 x g, 7 min. El sedimento se sometié a ultracentrifugacién en gradiente
de densidad de sacarosa (ver Apéndice) a 115 000 x g, 1 h (Rotor Sw 28,
25 000 rpm). La traccién nuclear se obtuvo en la fase de sacarosa 2 M.

2.2.5. Métodos analiticos

2.2.5.1. Determinacidn de turbidez de cultivos de levaduras

La turbidez es una medida del crecimiento de las ¢élulas de levadura.
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El crecimiento celular de los cultivos se determiné midiendo la turbidez de
éstos a través del valor de su densidad dptica (D.0./mL) a 600 nm.

Para medir la densidad dptica se colectaron alicuotas de los cultivos y
" se realizaron diluciones seriadas en agua destilada hasta tener una dilucién
1:1000. Se determiné la densidad éptica de la (ltima dilucién (1:1000) en el
espectrofotdmetro Beckman, DU-7300 a una longitud de onda de 600 nm.

2.2.5.2. Determinacion de Actividad Enzimética.
2.2.5.2.1. Lactato Deshidrogenasa

Se determiné la actividad de LDH en las fracciones de organelos
celulares®. Este es un método espectrofotométrico basado en la medicién
de la disminucién de NADH a 340 nm, pH de 7.0 y 25 °C (ver Apéndice).

LDH
Piruvato + NADH+H* & » Lactato + NAD”

2.2.5.2.2. Fumarasa

La actividad de fumarasa se determind en las fracciones celulares de

organelos®”, Este método se basa en la medicién de la formacién de
fuinarato a 240 nm, pH de 7.4 y 25 °C (ver Apéndice).

Fumarasa
Malato = » Fumarato + H,O

2.2.5.2.3. NADPH citocromo ¢ reductasa

Se determind la actividad de NADPH citocromo ¢ reductasa en las
fracciones de organelos celulares segin €l método de Schatz y Klima™. En
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este método espectrofotométrico se mide la formacién de citocromo ¢
reducida a 550 nm, pH de 7.4 y 25 °C (ver Apéndice).

NADPH citocromo
¢ reductasa
Citocromo ¢ oxidado + NADPH *—— Citocromo c reducido + NADP*

2.2.5.2.4. Catalasa

Se determind la actividad de catalasa en las fracciones celulares
segin el método descrito por Aebi”™®, Este es un método espectrofotométrico
basado en la medicion de la disminucion de perdxido de hidrégeno a 240
nm, pH de 7.4 y 25 °C (ver Apéndice).

Catalasa

2.2.5.2.5. Alcohol oxidasa

La actividad de alcohol oxidasa se determind en las fracciones de
organelos celulares segin el método de Tani y cols.” En este métado
espectrofotométrico acoplado se mide la formacion del radical cationico
ABTS” a 420 nm, pH de 7.5 y 25 °C (ver Apéndice).

Alcohol oxidasa
Metanol + O, * > Formaidehido + H,0,

Peroxidasa

<

H,0, + 2ABTS > H,0+2ABTS*



2.2.5.3. Determinacion de componentes del nicleo celular

La fraccidn nuclear se lavd con dcido perclérico y se centrifugd a §
000 x g, 3 min (Rotor JA16, 8000 rpm). Posteriormente se sometid a
digestién alcalina a 30 °C durante 1 hr'*, A partir del digerido se tomé6 una
alicuota para la determinacién de proteinas totales. El resto de la muestra se
acidificd con acido perclérico, la presencia de 4cido produjo un precipitadg
blanco, después de centrifugar se colecté una muestra para determinar el
contenido de RNA. El sedimento se resuspendid en medio alcalino y se
determiné la cantidad de DNA. La determinacion de RNA y DNA se
realizé a través de la medicién de absorbancia a 260 nm.

2.2.5.4. Determinacién de proteinas totales

La concentracién de proteinas se determiné por el método de
Bradford”, el cual se basa en la unién del colorante azul de Coomassie
brillante G-250 a las proteinas causando un cambio del pico médximo de
absorcidn del colorante de 465 nm a 595 nm. El incremento de absorbancia
a 595 nm es proporcional a la concentracion de proteinas (ver Apéndice),

2.2.6. Métodos cromatograficos

2.2.6.1. Pretratamiento de la muestra

Las fracciones celulares de C. boidinii aisladas se resuspendieron en
amortiguador de fosfato de potasio con Triton X-100 (0,1%) pH 5.0 y se
mezclaron con 3.5 g de perlas de vidrio. Los organelos se trituraron
mecdnicamente por agitacion en vortex 5 veces durante 30 seg. Las perlas
de vidrio se separaron utilizando una jeringa con cartucho de algoddn al
fondo y centrifugando a 6 000 rpm por 3 min. El sobrenadante obtenido se
sometid a Extraccion en Fase Solida. Para la Extraccion en Fase Solida se
utilizaron cartuchos sep pak C18, los cuales se preacondicionaron con
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metanol y agua. Después de pasar la muestra se lavé el cartucho con agua
desionizada y se eluyd con metanol (5% de dc. Acético).

2.2.6.2. Determinacion de Peroxisomicina Al por CLAR

Se inyect$ un volumen de 20 pL de las muestras al Cromatografo de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR). Las condiciones cromatograficas
utilizadas fueron: Columna Lichrosphe, S5um, 4.6 x 100 mm, flujo 0,8
mL/min, Volumen de inyeccién 5 pL, gradiente de elucidn A: metanol, B:
agua-acetonitrilo-dc. Acético (70:30:1.6), longitud de onda 410 nm.

2.2.7. Microscopia electrénica de transmision

Se prepararon cultivos tanto de C. boidinii en medio con metanol
comao de §. cerevisiage en medio con dcido oleico como unica fuente de
carbono, respectivamente. Al alcanzar la fase exponencial media se les
adiciond PAl a una concentracidn final de 2 pg/mL. Como controles se
utilizaron cultivos sin PA1. Los cultivos se incubaron a 30 °C bajo agitaciéu
constante (250 rpm). Después de 2 hrs. de exposicién a PAl, se tomaron
dos alicuotas de 5 mL de cultivo cada una. Las muestras se procesaron para
microscopia electrénica de transmision hasta su inclusion en resina epoxica.
Se utilizaron dos técnicas de fijacidn: la primera con Permanganato de
Potasio™ y la segunda con Glutaraldehido y postfijacién con tetraéxido de

osmio’s.

2.2.7.1. Técnica de fijacién con permanganato de potasio

Las muestras se lavaron 2 veces con agua destilada y se fijaron en
permanganato de potasio (1,5 % en agua desionizada). Se lavaron 2 6 mas
veces hasta que el color fue transparente, posteriormente se contrastaron
con acetato de uranilo (1 % en agua ultrapura) y se deshidrataron en series
crecientes de etanol. Las muestras se aclararon con xido de propileno y se
incluyeron en resina epéxica (ver Apéndice). La polimerizacién se realizd
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en tubos Ependorff a 60°C durante toda la noche. A partir de los bloques
resultantes se prepararon cortes finos los culaes se contrastaron con acetato
de uranilo al 0,5 % en solucién alcdholica al 5¢ %. Se realizé la
observacidn bajo el microscopio electrénico de transmision,

2.2.7.2. Técnica de fijacién con glutaraldehido y post fijacion con
tetraoxido de osmio

Las muestras se lavaron } veces con agua destilada y se fijaron en
glutaraldehido (2,5 % en agua desionizada). Para Saccharomyces cerevisiae
se utilizé glutaraldehido al 3,0 %. Posteriormente se lavaron 3 veces con
amortiguador de cacodilatos (0,1 M (ver Apéndice) pH 7,4. Las muestras se
posfijaron con tetradxido de osmio (2 % en agua ultrapura) y se lavaron
3 veces con amortiguador de cacodilatos, después se trataron con nitrato de
uranilo (1 %). Se lavaron 3 veces con amortiguador de cacodilatos y se
deshidratraron en series crecientes de acetona. Las muestras se incluyeron
en resina epéxica. La polimetizacion se realizé en tubos ependorff a 60 °C
durante toda la noche. A partir de los bloques resultantes se prepararon
cortes finos. Los de C. boidinii se contrastaron con acetato de uranilo al
0,5 % en solucidn alcdholica al 50 %. Los cortes de S. cerevisiae no se
contrastaron. Se realizd la observacion bajo el microscopio electrdnico de
transmision.

2.2.8. Anilisis estadistico

Cada una de las determinaciones analiticas asi como €l conteo de
colonias de §. cerevisiae en placas de agar se realizaron por friplicado y se
sometieron a la prueba de hipdtesis de la diferencia entre las proporciones
de dos poblaciones para muestras pequeiias. De esta forma se determind la
posible diferencia estadistica sigmificativa con respecto al control.

Para el andlisis estadistico se utilizé un valor de n = 3, con un grado
de significancia de p< 0,005. El valor critico de la prueba fue de * 2,896.
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CAPITULO3

RESULTADOS

3.1. Andlisis ultraestructural de C. boidinii por microscopia electronica
de transmisidn. Fijacion con permanganato de potasio

Las células control (sin toxina) de C. boidinii presentaron la
morfologia normal, es decir, se observaron con sus diferentes
compartimentos celulares, bajo las condiciones de cultivo descritas: el
nucleo, las mitocondnas, los peroxisomas, la vacuola autofigica, el reticulo
endopldsmico y el citoplasma. Con esta técnica de fijacién se observan las
membranas subcelulares con mayor nitidez (Figura 6).

Las células expuestas a PAl durante 30 minutos mostraron
fragmentacién de la membrana peroxisomal asi como depdsitos
citoplasmaéticos electrodensos cerca de los peroxisomas. Se observaron
también membranas preautofdgicas y peroxisomas pequefios. No se observé
alteracién de otros organelos celulares bajo estas condiciones
experimentales (Figura 6).

Las células expuestas a PAl durante 60 minutos mostraron
discontinuidad de la membrana peroxisomal, se observaron peroxisomas
rodeados de membranas preautofédgicas, el citoplasma se observd con un
aspecto granular gruesa en algunas células. Dentro de la vacuola autofdgica
se aprecié escasa cantidad de material electrodenso. No se observé
alteracién en otros organelos celulares bajo estas condiciones
expenimentales (Figura 6).
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Figura 6. Micrografias electrénicas (7 000x) de C. boidinii cultivada en medio mfnimo
con metanol (0.5%) en presencia de 2 pg/mL de PAl. Fijacién con
permanganato de potasio e inclusién en resina epdxica. Las células expuestas a
PA1 mostraron fragmentacién de la membrana peroxisomal ( »=). (A) Control.
(B) 30 min. (C) 60 min. (D) 120 min. V = Vacuola; P = Peroxisoma;
N = Nicleo; M = Mitocondrias; RE = Reticulo endopldsmico.
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Las células de C. boidinii cultivadas en presencia de PAl después de
120 minutos de exposicién mostraron pérdida de la membrana peroxisomal,
ademds el grupo de peroxisomas se localiz$ intimamente relacionado con la
vacuola y dentro de ésta se observd material electrodenso en cantidad
abundante. Se observaron agregados electrodensos citoplasmaticos y el
citoplasma presentd un aspecto granular grueso. Bajo estas condiciones
experimentales no se observaron cambios en la morfologia de otros
compartimentos celulares (Figura 6).

3.2, Analisis ultraestructural de C. boidinii por microsocapia
electrénica de transmisiéon. Fijacion con glutaraldehido
y postfijacion con tetraéxido de osmio

Las células control de C. boidinii presentaron su morfologia normal:
la vacuola autofagica, €l nicleo, el citoplasma, las mitocondrias y los
peroxisomas. Dentro de los peroxisomas se observd una estructura
electrodensa que corresponde al cristal de alcohol oxidasa, una enzima
marcadora de peroxisomas. Con esta técnica de fijacion se observa el
contenido de los diferentes organelos celulares (Figura 7).

Las células expuestas a PAl durante 30 minutos mostraron el grupo
de peroxisomas cerca o dentro de la vacuola autofdgica. La constitucién de
la matriz del resto de los organelos de estas células se observé similar a la
observada en las células control, lo cual indicd que no hubo cambios en la
morfologia de otros compartimentos celulares (Figura 7).

Las células expuestas a PAl durante 60 minutos mostraron un
aspecto granular grueso en el citoplasma, ademads el grupo de peroxisomas
se observd dentro o muy cerca de la vacuola autofagica. El resto de los
compartimentos celulares mostrd su mortologia normal (Figura 7).



Figura 7. Micrografias electrénicas (7 000x) de C. boidinii cultivada en medio minimo
con metanol (0.5%) en presencia de 2 pg/mL de PAl. Fijacién con
glutaraldehido y postfijacién con tetradxido de osmio. (A) Control. (B) 30 min.
(C) 60 min. (D) 120 min. V = Vacuola; P = Peroxisoma; N = Nicleo;
M = Mitocondrias.
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Las células de C. boidinii cultivadas en presencia de PA1 después de
120 minutos de exposiciéon mostraron el grupo de peroxisomas cerca de la
vacuola autofigica o dentro de ella, se observé también un aspecto granular
grueso del citoplasma. Bajo estas condiciones experimentales no se observé
alteracion morfolégica sobre otros compartimentos celulares (Figura 7).

3.3. Determinacion de la actividad de enzimas marcadoras en las
fracciones celulares aisladas de C. boidinii

3.3.1. Identificacion de las diferentes fracciones de organelos celulares

En las fracciones celulares obtenidas por media de
ultracentrifugacidn en gradiente de densidad de sacarosa se determind la
actividad (U/mL) de enzimas marcadoras de los diferentes compartimentos
celulares: lactato deshidrogenasa (LDH) para citosol, fumarasa para
mitocondrias, catalasa y alcohol oxidasa (AQO) para peroxisomas., Ademads
se determund la concentracién de proteinas (mg/mL) y se calculé ia
actividad especifica de cada una de ellas (U/mg). Finalmente se calculd el
porcentaje de actividad especifica en cada una de las fraccionmes,
considerando como 100 % de actividad la suma de las actividades en todas
las fracciones del gradiente.

La localizacion de los organelos celulares en las diferentes fracciones
del gradiente se efectué considerando el mayor porcentaje de actividad
especifica de su respectiva enzima marcadora.

Los valores de actividad especifica se obtuvieron como el promedio -
de tres resultados que fueron reproducibles. En la Tabla I se incluyen los
porcentajes de actividad especifica determinada en las fracciones celulares
de C. boidinii obtenidas del gradiente de densidad de sacarosa. Estos
valores se representan por medio de graficas en la Figura 8.

Se localizaron las fracciounes de citosol, mitocondrias y peroxisomas
en las fracciones 2, 3 y 5 del gradiente de densidad de sacarosa,
respectivamente (Figura 8).
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3.3.2. Evaluacion del efecto de PA1l sobre la localizacion de los
organelos en las fracciones celulares aisladas de C. boidinii

Se realizaron cultivos de C. boidinii en medio con metanol como
unica fuente de carbono. Los cultivos se incubaron en ausencia y presencia
de una dosis no letal (2 pg/ml) de PA1, durante diferentes ttempos (30, 60
y 120 minutos). Posteriormente se obtuvieron las fracciones de organelos
celulares de esta levadura. En las fracciones celulares se determiné la
actividad (U/mL) de enzimas marcadoras de los diferentes compartimentos
celulares: lactato deshidrogenasa (LDH) para citosol, fumarasa para
mitocondrias, NADPH citocromo c reductasa para microsomas, catalasa y
alcohol oxidasa (AQO) para peroxisomas. Ademds se determind la
concentracion de proteinas (mg/mL} y la actividad especifica de cada una
de las enzimas (U/mg). Finalmente se calculg el porcentaje de actrvidad
especifica en cada una de las fracciones, considerando como 100 % de
actividad la suma de las actividades de todas las fracciones.

Los resultados se analizaron estadisticamente por medio de 1a prueba
t con una p < 0,005. El valor critico de la prueba fue de 2,896.

Se efectuaron varios experimentos tomandose ¢l promedio de tres
resultados que fueron reproducibles. En las Tablas II, III y I'V se incluyen
los porcentajes de actividad especifica determinados en las fracciones
celulares de C. boidinii expuesta a PA1 durante 30, 60 y 120 minutos,
respectivarnente. Estos resultados con su desviacion estandar se representan
en las Figuras 9, 10, 11 y 12.

3.3.3. Evaluacidn del efecto de PA1 sobre la actividad especifica total de
enzimas marcadoras en la levadura C. boidinii

Se determuind la actividad especifica total de las enzimas marcadoras:
LDH, fumarasa, catalasa y alcohol oxidasa en las fracciones del gradiente
de densidad de sacarosa. Para la NADPH citocromo ¢ reductasa también se
determing la actividad especifica total en la fraccién microsomal. Se calculé
el porcentaje de actividad especifica total consideranda como 100 % el
promedio determinado en los cultivos control.
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Los porcentajes de actividad especifica total se incluyen en la Tabla
V y se grafican ea la Figura 13.

3.4. Evaluacion del efecto de PA1 sobre los principales componentes
de la fraccién nuclear de C. boidinii

3.4.1. Evaluacion del efecto de PA1 sobre el contenide de DNA, RNA y
proteinas en la fraccion nuclear de C. doidinii

Se realizaron cultivos de €. boidinii en medios con metanol en
ausencia y presencia de una dosis no letal de PA1. A diferentes tiempos de
exposicidon (30, 60 y 120 minutos) se cbtuvo la fraccion nuclear de esta
levadura. En la fraccion nuclear se determind el contenide de RNA, DNA y
proteinas. Se calculé el porcentaje de cada uno de los principales
componentes de la fraccion considerando como el 100 % la suma de los
valores determinados individuaimente,

Los valores obtenidos fueron el promedio de tres resultados
reproducibles. En la Tabla VI se incluyen los porcentajes obtenidos. Estos
valores se representan en la Figura 14.

3.4.2. Evaluacion del efecto de PA1 sobre la proporcion RNA/DNA y
proteinas/DNA en la fraccion nuclear de C. boidinii

Se realizaron cultivos de C. boidinii en medios con metanol como
dnica fuente de carbono, en ausencia y presencia de una dosis no letal de
PAl. Los cultivos se incubaron durante diferentes tiempos (30, 60 y 120
minutos) y s¢ obtuvo la fraccién nuclear de esta levadura. En la fraccion
nuclear se determinaron los porcentajes de RNA, DNA y proteinas. A partir
de estos porcentajes se calculd la proporcidon RNA/DNA y protefnas/DNA,
a cada tiempo de exposicion. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla
VIl y en la Figura 15.
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3.5. Ideatificacion de PA1 en [as fracciones celulares aisladas de
C. boidinii por medio de CLAR

Se realizaron cultivos de C. boidinii en medios con metanol como
tnica fuente de carbona hasta su fase exponencial media. A este tiempa se
les adicioné una dosis no letal (2 pg/mL) de PA1 y se incubaron durante
diferentes tiempos: 30, 60 y 120 minutos. En todos los ¢4sos se realizé un
cultivo sin PA1 como control. Se obtuvieron las fracciones celulares de la
levadura: citosol, mitocondrias, peroxisomas, microsomas y nicleo.
Después de un pretratamiento de la fraccion que incluyd Extraccion en Fase
Sélida, se determind la presencia de PA1 utilizando Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR).

Los cromatogramas obtenidos del control y problemas, a los
diferentes tiempos de exposicidn de 30, 60 y 120 minutos, se presentan en
las Figuras 16-20 respectivamente.

3.6. Viabilidad celular de Saccharomyces cerervisiae
en presencia de PAl

La determinacién de la supervivencia celular de §. cerevisiae se
realizd en medios de cultivo conteniendo cada uno de ellos como fuente de
carbono glucosa (YPGQG) o dcido oleico (YPGOT). En la fase exponencial
media de crecimiento de §. cerevisiae las células fueron expuestas a
diferentes concentraciones (0,5, 2, 10, 20 y 50 pg/mL) de PA1l durante dos
horas. En todos las casos se realizd un cultivo sin PA1 como control. La
supervivencia celular se determind a traves del conteo de colonias en placas
de agar.

Se tomaron alicuotas de los cultivos liquidos de S. cerevisiae (en
medias con glucosa y con dcido oleico) expuestos a PA1 y se sembraron en
placas de agar con giucosa (YPGG) y placas de agar con 4cido oleico
(YPGOT). Después de 48 horas de incubacidn se realizd el conteo de
colonias y se determiné el porcentaje de supervivencia con respecto al
control.
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Figura 16, Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién. Estidndar de PAL.
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Figura 17. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn. Fracciones celulares
obtenidas de la levadura C, boidinii (Control), tanto las del gradiente de
densidad de sacarosa comeo las fracciones microsomal y nuclear. (A)
Fraccion 1. (B) Fraccién 2: citosélica. (C) Fraccidon 3: mitocondrial. (D)
Fraccién 4. (E) Fraccién 5: peroxisomal. (F) Fraccién microsomal. (G)
Fraccidn nuclear,
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Figura 18. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién. Fracciones de organelos
celulares obtenidas de la levadura C. boidinii expuesta a 2 pg/mL de PA1
durante 30 min. (A) Fraccién 1. (B) Fraccién 2: citos6lica. (C) Fraccidn 3:
mitocondrial. (D) Fraccién 4. (E} Fraccién 5: peroxisomal. (F) Fraccién
microsomal. (G) Fraccién nuclear.
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Figura 19. Cromatograffa de Liquidos de Alta Resoluci6n. Fracciones celulares
obtenidas de la levadura C. boidinii cultivada en presencia de 2 pg/imlL de
PAIl durante 60 mun. Las fracciones incluyen tanto las del gradiente de
densidad de sacarosa como las fracciones microsomal y nuclear.
(A) Fraccién 1. (B) Fraccién 2: citosélica. (C) Fraccién 3: mitocondrial.
(D) Praccién 4. (E) Fraccidn 5: peroxisomal. (F) Fraccién microsomal.
(G) Fraccién nuclear.
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Figura 20, Cromatograffa de Liquidos de Alta Resolucién. Fracciones de organelos
celulares obtenidas de la levadura C. boidinii expuesta a 2 jg/mL de PAl
durante 120 min. (A) Fraccién L. (B) Fraccidn 2: citasdlica. (C) Fraccion
3: mitocondrial. (D) Fraccitn 4. (E) Fraccién 3: peroxisomal. (F) Fraccién

micresumal. (G) Fracciédn nuclear.
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Los resultados de supervivencia celular fueron analizados
estadisticamente por medio de la prueba t con una p £ 0,005. El valor critico
de la prueba fue de 2,396.

Se realizaron varios experimentos y se tomé el promedio de tres
resultados que fueron reproducibles, es decir que no mostraron diferencia
significativa entre si.

En las Tablas VIII y IX se incluyen las cuentas de colomias y el
correspondiente porcentaje de supervivencia de §. cerevisiae en los cultivos
con glucosa y con 4cido oleico respectivamente. En las Figuras 21 y 22 se
muestran los porcentajes de supervivencia de §. cerevisiae cultivada en
medio con glucosa y con icido oleico, respectivamente. Estos porcentajes
de supervivencia fueron obtenidos por ¢l conteo de colonias tanto en placas
de agar con glucosa (YPGG) camo en placas de agar con dcido oleico
(YPGOT).

3.7. Andlisis ultraestructural de S. cerevisiae por
microscopia electrénica de transmision.
Fijacién con permanganato de potasio

Las células control mostraron la morfologia normal: la envoltura
nuclear bien definida, las mitocondrias, gotas de lipidos, el reticulo
endopldsmico, el citoplasma, los peroxisomas. En §. cerevisiae, bajo estas
condiciones de cultivo los peroxisomas se observan mas pequeiios y en
menor cantidad en comparacidon a C. beidinii cultivada en medio con

metanol (Figura 23).

El andlisis ultraestructural de S. cerevisiae incubada a los diferentes
tiempos de exposicion (30, 60 y 120 minutos) demostré que la PAl causéd
ruptura y pérdida completa de la membrana peroxisomal. Se observaron
membranas preautofdgicas alrededor de los peroxisomas afectados. No se
observd efecto de PAl sobre otros compartimentos celulares de
S. cerevisiae a los diferentes tiempos de exposicidn (Figura 23).
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Figura 23. Micrografias electrénicas (12 000x) de S. cerevisiae cultivada en medio con
dcido oleico (0.1 %) en presencia de 2 pg/mL de PAIl. Fijacién con
permanganato de potasio e inclusién en resina epoxica. Las células expuestas a
PA1 mostraron fragmentacién de la membrana peroxisomal (= ). (A) Control.
(B) 30 min. (C) 60 min. (D) 120 min. V = Vacuola; P = peroxisoma;
N = Nicleo; M = Mitocondrias; L = Gotas de lipidos.




3.8. Andlisis ultraestructural de S, cerevisiae. Fijacién con
glutaraldehido y postfijacion con tetraéxido de osmio

Las células control de §. cerevisiae presentaron su morfologia
normal. S¢ observé claramente el niicleo, la vacuola autofdgica, las gotas de
lipidos. No se observaron estructuras membranosas dentro de la célula
(Figura 24).

La constitucion de la matriz de los organelos de §. cerevisiae
expuesta a 2 pg/mL de PAl a los diferentes tiempos de incubacion se
observd similar a la observada en las células control. Estos hallazgos
indicaron que no hubo cambios en la morfologia de los diferentes
compartimentos celulares (Figura 24).
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Figura 24. Micrografias electronicas (12 000x) de S. cerevisiae cultivada en medio con
ac. oleico (0.1 %) en presencia de 2 pg/mL de PAI. Fijacién glutaraldehido y
postfijacién con tetraéxido de osmio. (A) Control. (B) 30 min. (C) 60 min.
(D) 120 min. V = Vacuola; N = Nicleo; L = Gotas de lipidos.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Las levaduras constituyen un sistema modelo muy adecuado para
investigar interrogantes fundamentales de biologia celular ya que son
microorganismos eucarioticos faciles de manipular y existe amplia
informacion acerca de su fisiologia, biogquimica y genética. En levaduras se
ha estudiado la funcién y biogénesis peroxisomal, porque en estos
microorganismos €s posible inducir la proliferacién del organelo cuando se
cultivan en medios especificos™.

La peroxisomicina Al (PAl o T 514) es un compuesto antracendnico
con potencial actividad antinegpldsica. PA1 constituye uno de los principios
toxicos de las plantas del género Karwinskia. En estudios sobre la actividad
bioldgica de PA1 se demostré la disminucion del nimero de peroxisomas
en hepatocitos de monos y ratas, intoxicados experimentalmente con PA1%,
Esto sugirié que ¢l peroxisoma fuera el organelo blanco de la PA1.

Sepilveda y cols.* en 1992 utilizaron dos levaduras metilotréficas
{(Candida boidinii y Hansenula polymoirpha) como sistema de estudio para
evaluar el efecto de PA1 sobre los peroxisomas de estas levaduras. En estos
estudios se demostrd a nivel ultraestructural dafio selectivo e irreversible
sobre la membrana peroxisomal de estas levaduras; sin afectar la actividad
de las enzimas peroxisomales catalasa y alcohol oxidasa. Estos hallazgos
ban sido confirmados por Vargas y cols.* en H. polymorpha y por Salazar y
cols.* en C. boidinii.

Con el propésito de investigar si el efecto de PAL es selectivo sobre
peroxisomas, en €l presente rabajo se analizé el efecto de PA1 sobre los
principales compartimentos celulares de C. boidinii utilizando métodos
morfoldgicos y bioquimicos. Ademds se evalué el efecto de PA1 sobre la
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viabilidad y ultraestructura de S. cerevisiae, En ambos casos las células de
levadura se cultivaron en medios de cultivo con sustratos inductores de la
proliferacién peroxisomal.

Los resultados del anélisis ultraestructural de C. boidinii expuesta a
una dosis no letal (2 pg/mL) de PAl durante diferentes tiempos de
incubacion (30, 60 y [20 nun) coinciden con lo descrito por Sepiilveda y
cols. *: se observé fragmentacion de la membrana peroxisomal, presencia
de membranas autofigicas alrededor de peroxisomas dafiados, agregados
citoplasmadticos y material electrodenso en la vacuola. Bajo las condiciones
experimentales utilizadas en este trabajo, no se observaron cambios en la
morfologia de otros compartimentos celulares (Figura 6). Estos hallazgos
confirman a mivel morfolégico el efecto selectivo de PAl sobre los
peroxisomas de levaduras metilotréficas. Por otro lado, en mamiferos el
efecto de PA1 no parece ser selectivo, ya que en células de tdbulos
contormeados proximales de rifion de conejo, ademds del dafio peroxisomal
la PA1 causa también efecto sobre las mitocondrias. Las observaciones
ultraestructurales mostraron cambios tanto en el tamafio como en la forma
de este organelo®.

Recientemente se ha demostrado el efecto de T 544 (Figura 25), un
compuesto antracendnico estructuralmente relacionado a PA1 sobre las
mitocondrias de C. boidinii®. Ultraestructuralmente este efecto se observd
como un aumento de tamaiio y cambio en la forma del organeclo. En
contraste, tanto en estos estudios como en el presente trabajo no se
demostré efecto de PA1 sobre las mitocondrias de C. boidinii (Figura 6).
Las diferencias observadas en el efecto de la T 544 y la PAl sobre los
organelos de levaduras metilotréficas a nivel morfolégica, podrian
atribuirse a las diferencias estucturales que existen entre estos dos

compuestos antracendnicos.

Con el propésito de analizar a nivel bioquimico el efecto de PAl
sobre C. boidinii, se efectud el andlisis de actividades de enzimas
marcadoras de citosol, mitocondrias, peroxisomas y reticulo endoplasmico,
con respecto al nicleo celular se determind el contenido de RNA, DNA y
proteinas.

La obtencién de las diferentes fracciones de organelos celulares de
C. boidinii se efectué por medio de ultracentrifugacién en gradiente de
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densidad de sacarosa. Las fracciones de citosal, mitocondrias y
peroxisomas se obtuvieron a través de un procedimiento descrito por
Goodman y cols.® en el cual se utiliza un gradiente de densidad discontinuo
de sacarosa. La localizacién de los otrganelos celulares en las diferentes
bandas de densidad del gradiente, se efectué a través de las determinacidnes
de Ia actividad de enzimas marcadoras de cada compartimento celular. Los
resultados coincidieron con lo reportado por estos autores: la fraccién
citosélica se localizé en la banda de densidad nimero 2, la mitocondrial en
la n@mero 3 y la peroxisomal en la banda de densidad nimero 5 (Tabla [,
Figura 8).

En el gradiente de densidad de sacaraosa los organelos celulares
sedimentan en la banda de densidad del gradiente correspondiente a su
propia densidad (separacidn isopicnica). Si el organelo sufre dafio sgbre su
integridad y libera su contenido, sedimentaria a una densidad distinta a la
establecida para un organclo integro. Para evaluar ¢l efecto de PA1 sobre la
distribucién de los organelos celulares en el gradiente de densidad de
sacarosa (es decir, sobre la integridad de estos organelos) se analizé la
actividad especifica de enzimas marcadoras de los diferentes
compartimentos celulares de C. boidinii y se compard con el control (sin
tratamiento).

Los resultados de este trabajo demostraron que el citosol, las
mitocondrias y los peroxisomas sedimentan en su banda de densidad
correspondiente, a todos 10s tiempos de exposicion analizados (Tablas II, TIT
y IV, Figuras 9, 10, 11 y 12). Estos hallazgos sugieren que la PAl no causa
efecto sobre la integridad de los organelos celulares de C. boidinii. En
contraste, los resultados de microscopia electrdnica de transmision
confirmaron el dafio sobre la membrana peroxisomal ya descrito
anteriormente®t ¥ %

En levaduras metilotréficas se ha descrito que los peroxisomas
dafiados por la PA1 son degradados rdpidamente en la vacuola autofigica®.
Debido a este fenémeno es dificil establecer la presencia de peroxisomas en
una banda de densidad diferente a la nimero cinco (fraccién peroxisomal).
En el proceso de autofagia peroxisomal el organelo afectado es rodeado por
una membrana y secuestrado hasta la vacuola donde su contenido es
degradado®'. Estas eventos coinciden con los que se han descrito para el
proceso de pexofagia en diferentes especies de levaduras®,
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En el presente trabajo se investigé el efecto de PA1 sobre la funcién
metabdlica de los organelos celulares de C. boidinii a través de la
determinacion de la actividad especifica total de enzimas marcadoras. A los
30 min de exposicién a la PA1 (2 pg/mL) se demostrd que la actividad de
LDH y fumarasa aumentd 191% y 22%, respectivamente; la actividad de
NADPH citocromo ¢ reductasa disminuyé 45%. Después de 60 min de
incubacién con PA1 ocurrié un aumento de la actividad de LDH del 90%.
Al méximo tiempo de exposicion analizado (120 min) se demostré un
aumento de la actividad de LDH de 41% mientras que la actividad de
fumarasa y NADPH citocromo ¢ reductasa disminuyé 17% y 63%,
respectivamente (Tabla V, Figura 13).

En general, los resultados de este trabajo indican que PAI, a una
dosis no letal de 2 pg/ml, afecta la actividad de LDH, fumarasa y NADPH
citocoromo ¢ reductasa. La actividad de estas enzimas tiende a alcanzar los
valores correspondientes a los del control en tiempos de exposicidn mas
prclongados. El efecto de PAl sobre la la actividad de las enzimas fue
considerablemente menor a los 120 min de exposicion.

Estudias sobre las propiedades fisicoquimicas de PA1l han
demostrado €l efecto de factores como luz, temperatura, pH y solvente
sobre la degradacién de PAl. La degradacion de PAl es proporcional al
aumenta de la temperatura, del pH y de la intensidad de luz”’. El medio
acuoso es otro factor que promueve la degradacién de este compuesto™. La
disminucion del efecto de PA1 sobre la actividad de las enzimas a tiempos
prolongados podria deberse a una disminucidn de la concentracién de PAl
como consecuencia de su degradacidn, ya que los cultivos se realizaron en
medios acuosos a pH 6.0, a 30 °C y en presencia de luz. La reunion de todos
estos factores podria causar el acortamiento de la vida media de PAI y esto
explicaria la disminucidn de su efecto sobre la actividad enzimética. Por
otra parte la toxina podria haber sido degradada por el metabalismo propio
de la levadura,

En este trabajo se demostrd que PA1 produce cambios en la actividad
de LDH, fumarasa y NADPH citocromo ¢ reductasa. El cambio de la
actividad enzimdtica puede ser una consecuencia de cambios en la sintesis o
degradacién de la proteina, o bien puede ser debido a un efecto directo
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sobre la actividad de la enzima: inhibicidn o estimulacién de la actividad
catalitica.

Las enzimas LDH, fumarasa y NADPH citocromo c reductasa
participan respectivamente en la Glucélisis anaerdbica, Ciclo de Krebs y
Destoxificacidn de drogas en todos los organismos eucarioticos, incluyendo
levaduras. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que PA1 afecta
ya sea en forma directa o indirecta las tres vias metabdlicas antes
mencionadas, sin descartar la posibilidad del efecto de PA1 sobre otras
funciones metabdlicas no analizadas en este trabajo.

Respecto al efecto de PA1l sobre las enzimas peroxisomales de
levaduras y mamiferos se ha reportado lo siguiente:

1. PA1l a una dosis no letal de 2 pg/ml no afecta la actividad de alcohol
oxidasa y catalasa de levaduras metilotréficas en las primeras dos horas
de exposicién®’.

2. PAl inhibe la actividad de catalasa hepatica de mamiferos dnicamente
cuando se utiliza enzima purificada (in viero)™,

3. Bajo condiciones in vivo PAl no es capaz de inhibir la actividad de
catalasa®,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que en
C. boidinii, PA1 no afecta la actividad de las enzimas peroxisomales
alcohol oxidasa y catalasa bajo condiciones in vivo.

El nicleo es un organelo celular el cual estd limitado por una
envoltura nuclear semipermeable. En su interior se encuentran RNA, DNA
y proteinas dispersas y no condensadas. Debido a que la envoltura nuclear
contiene poros facilita la entrada de sustancias de bajo peso molecular
(proteinas hasta de 60 kDa)”.

Para evaluar el efecto de PA1 sobre el niicleo celular de C. baidinii,
se analizé el contenido de RNA, DNA y proteinas, asi como la proporcién
entre estos componentes en la fraccién nuclear aislada de C. boidinit, a
partir de cultivos control y cultivos expuestos a PA1 (2 pg/mL) durante
diferentes tiempos.
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Para este propdsito se escogid el procedimiento descrito por Rozjin y
cols.®® en ¢l cual se describe el andlisis simultdneo de RNA, DNA y
proteinas a partir del nicleo celular aislado de levaduras. Los resultados de
las muestras control (sin tratamiento) de] presente trabajo coinciden con lo
reportado par estos autores.

Los resultados de la determinacién del contenido de los principales
componentes del nicleo en las muestras tratadas demostré que la PAl no
causa efecto sobre dichos componentes (Tabla VI, Figura 14). Sin embargo
¢l anélisis de la proporcidn proteinas/fDNA de las células expuestas durante
30 min a PAl demostré diferencia significativa con respecto al control
(Tabla VII, Figura 15). Este hallazgo es interesante ya que reficja un
aumento de la cantidad de proteinas 0 una disminucidon en el contenido de
DNA en las muestras problema (Tabla VII).

Estudios realizados por Vargas y cols.*! en H. pelymorpha sugieren
un efecto de la PA1l sobre ¢l genoma de levaduras metilotréficas ya que
lograron aislar dos ccpas de H. polymorpha con disfuncién peroxisomal. En
este trabajo se confirm¢ el efecto de PA1 sobre la membrana peroxisomal
en H. polymorpha. En las cepas con disfuncién peroxisomal se observaron
peroxisomas anormales en morfologia y nimero, ademds la actividad de
AO disminuyd en un 50 % y la utilizacidn de metanol por estas cepas fue
deficiente. Debido a que solo se aislaron dos cepas, podria ser interpretado
COmo un evento que representa mutaciones espontaneas. El genoma de esta
especie de levadura se caracteriza por ser muy estable y la probabilidad de
que se presenten mutaciones es muy baja. En ese trabajo los autores no
descartan la posibilidad de un efecto directo de PA1l sobre la membrana
peroxisomal, sin embargo sus resultados sugieren fuertemente un efecto
sobre el genoma celular®.

En el presente trabajo la morfologia del nicleo de ¢élulas expuestas a
PA1 no mostrd indicios de dafio sobre este organelo. (Figuras S y 6). Por
otro lado los resultados del andlisis de la proporcién proteinas/DNA a los 30
min de exposicion de PAl sugieren un efecto en la funcién de este
organelo.

Cada una de las fracciones celulares aisladas de C. boidinii se
sometieron a andlisis por medio de cromatografia de liquidos de¢ alta
resolucion (CLAR) con el propdsito de determinar la presencia o ausencia
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de PA1. Los resultados de este andlisis demostraron la presencia de PAl en
la fraccidn 1 del gradiente de densidad de sacarosa (Fraccion mds ligera) a
los 30 min de exposicion a PAl (Figura 18). Ademds en los cromatogramas
obtenidos de las fracciones nucleares de C. boidinii se detecté un pico con
un tiempo de retencién semejante al del estdndar de PA1 a los 30 y 60 min
de incubacién con el compuesto (Figuras 18 y 19). El procedimiento
utilizado en CLAR se estandarizd utilizando extractos celulares de
C. boidinii en los cuales se demostrd la presencia de PAl (datos no
mostrados).

La fraccién 1 del gradiente de densidad de sacarosa (30 % de
sacarosa) corresponde a la fraccion mds ligera y su contenido es
inespecifico. Este contenido consiste en su mayor parte de proteinas y
enzimas solubles que se liberan durante el procedimiento de separacion de
organelos celulares.

La presencia de PAl en la fraccién nuclear de C. boidinii aunada al
aumento de la proporcion proteinas/DNA y aumento de la actividad de
LDH y fumarasa a los 30 min de exposicién a PA1, sugieren fuertemente
que PA1 causa efecto sobre la funcidon nuclear de C. boidinii. De esta forma
el aumento de la actividad de las enzimas podria ser el resultado de la
induccién de la expresién de ios genes nucleares correspondientes.

El hecho de no haber encontrado PAl en el resto de los
compartimentos celulares en este andlisis puede deberse a varios factores:

A.- La concentracion de PA1 en las fraccianes celulares podria
encontrarse por debajo del limite de deteccién. Sin embargo, el limite de
deteccidn de PAl en CLAR por el método desarrollado en el presente
trabajo es de 10.5 ng de masa inyectada; la concentracién de PAl que se
utilizé en dos litros de cultivo fue de 2 pg/ml, la cantidad en masa fue de
4 mg de PAL: con estos datos se supuso que la PAl pudiera ser detectada
por CLAR.

B.- Que PAl no esté presente en los compartimentos celulares de
C. boidinii. Sin embargo, en experimentos previos se demostré la presencia
de PAl dentro de las células de levadura. En estos experimentos se
utilizaron extractos celulares de C. boidinii expuesta a 2 pg/mL de PAL.
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C.- Que la PA1 se pierda durante el proceso de separacidn de los
organelos celulares, En el proceso de obtencién de organelos celulares
existe un paso experimental en el cual las células se incuban con
amortiguador Tris-HCI a pH 9.3. Es muy probable que a este pH la PA1 se
encuentre totalmente ionizada, debido a que el pK de este compuesto es de
7.47" 78 Esto resulta en el aumento de la solubilidad de PALl en el medio
acuoso, 10 cual puede causar la pérdida de PA1 hacia el medio. Por otra
parte, se ha demostrado que la PA1l es poco estable a pH alcalino. Estos dos
factores pueden producir, durante ¢l proceso de separacion de organelos,
que la PAl en parte se solubilice en medio acuoso y en parte se degrade,
ocasionando que este compuesto se pierda y no se detecte por CLAR.

A través de los estudios ultraestructurales realizados en el presente
trabajo se confirmé el hallazgo descrito por otros autores*l» 4+ #. en
C. boidinii, PAl a una dosis no letal, causa daiio sobre la membrana
peroxisomal sin afectar otros organelos celulares. A nivel bioquimico se
demostrd que la toxina no afecta la actividad de las enzimas peroxisomales
alcohol oxidasa y catalasa, esto sugiere que el dafo de la membrana
peroxisomal ocurre a través del efecto de PA1l sobre uno o varios
componentes de la membrana peroxisomal, ya sea en forma directa o
indirecta con la probable participacion de algin factor desconacido de otra
compartimento celular,

A nivel bioquimico se demostr¢ efecto de PA1 sobre la actividad de
las enzimas marcadores de citosol, mitocondrias y microsomas, asi como
sobre la proporcién de proteinas/DNA en la fraccién nuclear. En contraste
con los hallazgos demostrados a nivel ultraestructural, estos resultados
sugieren fuertemente que el efecto de PA1 en C. boidinit no es selectivo
sobre peroxisomas.

En Saccharomyces cerevisiae, una levadura no metilotréfica, se
evalud el efecto de PAL sobre la viabilidad celular utilizando medios de
cultivo con dos fuentes de carbono; con glucosa (condiciones basales) y con
dcido oleico (sustrato inductor de proliferacion peroxisomal). En los
cultivos liquidos con glucosa se demostrd disminucién de la viabilidad en
forma proporcional a la concentracién de PAl utilizada. A la mdxima
concentracion: 50 ug/mL se obtuvieron los menores porcentajes de
supervivencia celular: 78.1% en placas de agar con glucosa y 70.3% en
placas de agar con icido oleico. En este estudio se demostrd diferencia
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significativa con respecto al control desde la concentracidn de 2 pg/ml. de
PAl: a esta dosis s¢ determinaron altos porcentajes de superviveancia
celular: 93.0% en placas de agar con glucosa y 91.3% en placas de agar con
fcido oleico (Tabla VIII, Figura 21). En el caso de los cultivos liquidos con
dcido oleico se obwuvieron resultados semejantes a las condiciones basales.
A la concentracion de 50 pg/ml de PAl se determinaron los menares
porcentajes de supervivencia celular; 53.8% en placas de agar con glucosa y
56.6% en placas de agar con 4cido oleico. En esta fuente de carbono se
determind la dosis no letal de PA1 a los 2 pg/mL, en la cual se obtuvo
diferencia con respecto al control y altos porcentajes de supervivencia
celular: §9.8% en placas de agar con glucosa y 88.9% en placas de agar con
écido oleica (Tabla IX, Figura 22).

Los resultados arriba mencionados coinciden con lo descrito por
Sepiilveda y cols.*! sobre la viabilidad de las levaduras metilatréficas
C. boidinii y H. polymorpha cultivadas en medios con metanol como dnica
fuente de carbono y como sustrato inductor de la proliferacion peroxisomal,
En ambos casos se establecié la dosis no letal de PA1 a los 2 pg/mL.

En el presente trabajo se demostrd que PA1 produce mayor efecto
sobre la viabilidad de S. cerevisiae cuando se cultiva en medio liquido con
4cido oleico. Este hallazgo sugiere que las células de levadura cultivadas en
medio de cultivo con sustrato inductor de la proliferaciéon son ids
susceptibles a la PA1, aunque en ambas fuentes de carbono PA1 produce
disminucion de la viabilidad de esta levadura. La disminucidn de la
viabilidad en ambas fuentes de carbono indica que el efecto causado por
PAl no es selectivo sobre peroxisomas, ya que la utilizacion de estas dos
fuentes de carbono se realiza en compartimentos celulares diferentes.

Los estudios ultraestructurales de células de S. cerevisiae expuestas a
2 ug/mL de PA1 mostraron daiio selectivo sobre los peroxisomas. El dafio
fue semejante al observadeo en C. boidinii. Desde los 30 min de incubacién
s¢ observé ruptura y pérdida completa de la membrana peroxisomal,
ademas se observaron membranas preautofigicas alrededor de los
peroxisomas afectados. Asi como en C. boidinii, en S. cerevisiae no se
observé efecto de PAl sobre otros compartimentos celulares bajo las
condiciones experimentales descritas anteriormente (Figura 23).
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Los resultados del andlisis ultraestructural de §. cerevisiae coinciden
totalmente con lo demostrado por Sepilveda y cols.® en las dos levaduras
metilotréficas C. boidinii y H. polymorpha y ademds con lo reportado en
este trabajo en C. boidinii. La PAl a una dosis no letal de 2 pug/mL produce
un dano selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de H. polymorpha,
C. boidiniv y S. cerevisiae cultivadas en medios especificos, inductores de la
proliferacién peroxisomal.

Los resultados del presente trabajo sugieren que la especie y la
actividad metabdlica de la levadura son factores no involucrados en el
efecto selectivo e iurreversible de PAl sobre peroxisomas. Al parecer el
efecto de PA1 sobre la membrana peroxisomal ocurre a través de un
componente comiin de los peroxisomas, independiente de la especie, de la
actividad metabélica de la levadura y posiblemente de la funcidn
metaboélica del peroxisoma en estos microorganismos.

El proceso de la degradacion selectiva de peroxisomas dafiados en la
vacuola autofdgica se conoce como pexofagia. Este proceso de degradacién
peroxisomal ha sido descritc por diversos autores en las levaduras
P. pastaris, H. polymorpha v S. cerevisiae®. En estas levaduras la pexofagia
se ha estudiado induciendo la proliferacién peroxisomal y posteriormente
transfiriendo las células de levadura a un medio de cultivo basal tal como el
medio con glucosa. En este medio se induce la degradacién de los
peroxisomas porque bajo estas condiciones metabdlicas las células no
necesitan peroxisomas. Durante este proceso se han observado bajo el
microscopio electrénico de transmisién, estructuras membranosas rodeando
los peroxisomas cerca de la vacuola, estas estructuras secuestran al
peroxisoma y lo conducen a la vacuola para su posterior degradacién® %%

En S. cerevisiae se han descrito dos tipos de pexofagia:
micropexofagia y macropexofagia, de acuerdo a los eventos morfolégicos
que suceden. En esta levadura los mecanismos de micro y macropexofagia
se han demostrado en medios de cultivo con glucosa o ac. oleico,
respectivamente®,

En la macropexofagia el pexofagosoma, una estructura de doble
membrana cuyo origen es desconocido, envuelve a los peroxisomas en el
citosol y los secuestra hasta la vacuola. La membrana externa del
pexofagosoma se funde con la vacuola y libera al peroxisoma rodeado de la
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membrana interna del pexofagosoma en la matriz vacuolar (Figura 25 A).
Por otra parte en la micropexofagia los peroxisomas son englobados
directamente en la superficie vacuolar (Figura 25 B). En ambos casos las
hidrolasas vacuolares degradan al peroxisoma hasta sus componentes
macromoleculares.

Hasta la fecha se han propuesto diferentes modelos para describir la
biogénesis peroxisomal. El modelo inicial de biogénesis peroxisomal
establecia que los peroxisomas se originaban a partir del reticulo
endoplasmico por medio de gemacion. De acuerdo a este modelo la
membrana peroxisomal deriva del reticulo endopldsmico®.

Posteriormente, después de extensos estudios se aceptd el modelo de
crecimiento y divisién peroxisomal propuesto por Lazarow y Fujiki*. De
acuerdo a este modelo los peroxisomas se originan de peroxisomas
preexistentes por medio de crecimiento y division de estos organelos; las
proteinas de matriz y membrana peroxisomal se sintetizan y se importan a
los peroxisomas existentes.

Tal como lo establecia el primer modelo de biogénesis peroxisomal,
recientemente se ha demostrado que ¢l paso dependiente del reticulo
endopldsmico es esencial para la biogénesis de la membrana peroxisomal y
por lo menos dos vias dependen del reticulo endopldsmico: un transporte
anterdgrado de algunas proteinas peroxisomales desde el reticulo
endopldsmico hasta los peroxisomas y un transporte retrogrado de algunas
proteinas del peroxisoma hacia el reticulo endoplasmico (Figura 26). En
este modelo algunas proteinas peroxisomales (principalmente de
membrana) son transportadas al organelo a través de vesiculas cuyo origen
es el reticulo endopldsmico. En el tiltimo paso los peroxisomas se originan
por fisidn de organelos preexistentes, tal coma se propuso en el segundo
modelo®.

El conjunto de eventos que se gbservan a mivel ultraestructural como
consecuencia del dafio inducido por PAl, tales como: fragmentacién o
ruptura de la membrana peroxisomal, la presencia de membranas
preautofagicas que conducen a los peroxisomas afectados hacia la vacuola
para su posterior degradaciéon y ademds la presencia de peroxisomas
pequeiios indicando la formacién o biogénesis del organelo, representan un
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modelo de gran interé€s y aplicacién para el estudio de la funcién, autofagia
y biogénesis peroxisomal.

Respecto al mecanismo de accién de PA1, hacia el inicio del presente
trabajo se habfa demostrado el efecto de PA1 wnicamente sobre
peroxisomas de levaduras metilotréficas. Los resultados de este trabajo
contribuyen al aumento del conocimiento sobre el mecanismo de accién de
PAl. Se demostr6é que PA1 afecta a otros compartimentos celulares de la
levadura metilotréfica: Candida boidinii, por lo tanto el efecto de PA1 no es
selectivo sobre peroxisomas en esta levadura. Por otro lado, el dafio
peroXxisomal causado por PA1 no es exclusivo para levadoras metilotréficas,

pues también fue demostrado en Saccharomyces cerevisiae, una levadura
no metilotréfica.
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Figura 25. Degradaci6n peroxisomal.
A.- Macropexofagia: una estructura membranosa envuelve a los
peroxisomas y los dirige hasta la vacuola
B.- Micropexofagia: Los peroxisomas son englobados directamente
en la superfice de la vacuola.
En ambos mecanismos se produce una vesfcula intravacuolar que es
digerida por las hidrolasas vacuolares.
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Figura 26. Modelo integral de biogénesis peroxisomal. Las proteinas de
membrana y matriz peroxisomal se importan
postraduccionalmente al peroxisoma (ruta 3) o bien, a través de
un mecanismo anterogrado (ruta 2). Algunas proteinas
peroxisomales (peroxinas) pueden ser dirigidas al peroxisoma via
el reticulo endopldsmico (ruta 1). Las vias de las peroxinas son: a)
por un mecanismo anterégrado las peroxinas son transportadas en
vesiculas del reticulo endopldsmico al peroxisoma; b) por un
mecanismo retrogrado, del peroxisoma al reticulo endopldsmico.
El ultimo paso de este modelo integral consiste en el modelo de
crecimiento y divisién, c) los peroxisomas se originan de
organelos preexistentes.
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CAPITULO S

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

La Peroxisomicina Al (PA1) a una dosis no letal (2 pg/ml.) produce
dafio selectivo sobre los peroxisomas de Candida boidinii. Bajo las
condiciones experimentales utilizadas en este trabajo no se demostré daiio
sobre otros compartimentos celulares,

En C. boidinii, la PA1l modifica la actividad de enzimas especificas
de los compartimentos celulares y el contenido de los componentes
nucleares.

Los resultados obtenidos después de 30 min. de exposicion a PAL
sugieren induccidn de las sintesis de proteinas en Candida boidinii.

La PA1 fue detectada por medio de CLAR en la fraccién nuclear de
C. boidinii en los primeros tiempos de exposicién.

En Saccharomyces cerevisiae, levadura no metilotwréfica, la PAl a
una dasis no letal (2 j1g/ml.), causa daflo selectiva sobre peroxisomas. Asi
como en C. boidinii, este dafio consiste en la ruptura de la membrana
peroxisomal.

El cfccto de PA1 sobre peroxisomas es independiente de la especie y
actividad metabdlica de las levaduras.

Se acepta la hipdtesis de este trabajo: La peroxisomicina Al, a una
dosis no letal produce daiio selectiva sobre los peroxisomas de C. boidinii y
S. cerevisiae.
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5.2. PERSPECTIVAS

Anélisis del efecto de PA1 sobre diversas vias metabdlicas de los
diferentes compartimentos celulares tanto en C. boidinsi y S. cerevisiae
como ¢n especies de mamiferos en los que se ha demostrado dano
peroxisomal.

Evaluacién de procedimientos de separacidn de organelos celulares
que permitan la deteccidn de PA1 por medio de CLAR en las diferentes
fracciones celulares.

Estudio del efecto de PA1 sobre la expresién de genes que codifican
para proteinas peroxisomales

Todos los estudios antes propuestos tendrian como meta comiin el
incrementar el conocimiento acerca del mecanismo de accién de PA1,
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APENDICE

Preparaciéon de medios de cultive

Medio liquide enriquecido con glucesa al 2% (YPD)

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

Disolver en 100 mL de agua destilada
Esterilizar a 121 °C por 30 mip.

Medio minimo con metanol al 0,5% (MMM)

Pesar:
(NH4)Q,SO4 2,5 g
MgS0,7H.,0 02¢g
NaH,PO,H,0O 30¢g
K,HPO, 0,7¢g

Disolver en un litro de agua destilada
Ajustar a un pH de 6,0 con H,SQ, 6 NaQOH.

Agregar.

Trazas minerales 10,0 mL

Extracto de levadura 05¢g
Esterilizar a 121 °C por 3Q min. Dejar enfriar
Adicionar:

Vitaminas 1,0 mL

Metanaol 5,0 mL



Solucion de trazas minerales

Pesar
H,BO, 50 mg
CuSQ, 4 mg
KI 10 mg
FeCl,6H,0 20 mg
MnSO,4H,0 40 mg
ZnSQ,7H,0 40 mg
NH Mo, 20 mg

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

durante varios meses.

Solucion de vitaminas

Pesar:
Biotina 2 mg
Pantotenato de calcio 400 mg
Acido fdlico 2 mg
Inositol 2000 mg
Niacina 400 mg
Acido p-aminobenzdico 200 mg
Piridoxina HCI 400 mg
Riboflavina 200 mg
Tiamina 400 mg

Disolver en um litro de agua desionizada.
Esterilizar con filtro de poro de 0,45 pm de didmetro. La solucién de

vitaminas se almacena a -20 °C.



Medio liquido enriquecido con glucosa al 0,1% (YPGG)

Pesar:
Extracto de levadura 10g
Peptona 20¢g
Glucosa O,1g
Glicerol 3,0 mL

Disolver en 100 mL de agua destilada.
Esterilizar a 121 °C por 30 min. Dejar enfriar.

Medio liquido enriquecido con dcido oleico al 0,1 % (YPGOT)

Pesar
Extracto de levadura 10g
Peptona 20¢g
Glicerol 3,0 mL

Disolver en 100 mL de agua destilada.
Esterilizar a 121 °C por 30 min.

Adicionar:
Acido oleico 0,1lmL
Tween 20 0,026 mL

Placas de agar

Placas de agar YPD (2%)

Pesar
Extracto de levadura 10g
Peptona 20g
Dexuosa 20g
Agar 20¢g

Disolver en 100 ml. de agua destilada. |
Esterilizar a 121 °C por 30 min. Dejar enfriar.
Vaciar en cajas de petri estériles.
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Placas de agar YPGG

Pesar:
Extracto de levadura 10g
Peptona 20¢g
Glucosa 0,1g
Agar 20¢g
Glicerol 3,0 mL

Disolver en 100 mL de agua destilada.
Esterilizar a 121 °C por 30 min.
Dejar enfriar. Vaciar en cajas de petri estériles.

Placas de agar YPGOT

Pesar
Extracto de levadura 10g
Peptona 20¢g
Agar 20¢g
Glicerol 3,0 mL

Disolver en 100 mL de agua destilada.
Esterilizar a 121 °C por 30 min.

Adicionar:
Acido oleico 0,1 mL
Tween 20 (0,026 mL

Vaciar en cajas de petri estériles.

Aislamiento de organelos celulares

Preparacion de Amortiguador Tris- H,SO,

En el proceso de la formacién de esferoplastos se utilizd como
amortiguador una solucién de Tris- H,SO, (0,1 M) pH 9,3 conteniendo
DTE (10 mM). El DTE se agregé inmediatamente antes de su uso.
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Preparacién de gradientes de densidad dicontinuos de sacarosa

Aislamiento de organelos celulares

Se prepararon soluciones de sacarosa de diferentes concentraciones
(% p/p). Se preparé un gradiente de densidad de sacarosa discontinue:

Volumen (mL) Coucentracion (% p/p)
1 45 60
2 6.0 50
3 6,0 45
4 6,0 40
5 6,0 as
6 3,0 30

La solucién de sacarosa mas concentrada se encuentra en el fondo del
tubo.

Aislamiento del nacleo celular

Se prepararan soluciones de sacarosa de diferentes concentraciones
(M). Se preparé un gradiente de densidad de sacarosa discontinuo:

Volumen {mL) Concentracion (M)
1 4,5 2,0
2 9.0 1,8
3 9.0 1,5
4 9,0 12

La solucion de sacarosa mas ¢concentrada se encuentra en el fondo del

tubo.



Determinaciéon de Actividad Enzimdtica

Lactato Deshidrogenasa

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto Gptico colocar:

Amortiguador fosfato de potasio 100 mM; pH 7,0 800 pL
Solucidn de piruvato (1.65 mg/mL) 50 uL
Muestra 100 uL.

Mezclar y tomar el valor de La absorbancia a 340 nm.
Este valor corresponde al blanco de reactivos.
Agregar:

NADH (3.3 mg/mL) 50 ul

Mezclar e iniciar la cinética enzimadtica por seis minutos.

El procedimiento determina la desaparicién de NADH por minuto.
La actividad de LDH (U/mL) se obtuvo multiplicando el cambio de
absorbancia/min por el factor 1,61 (ver adelante).

El coeficiente de absortividad molar (g£) de NADH a 340 nm es
6,22 cm?*/umol

Fumarasa

En una cubeta de cuarzo de | ¢cm de trayecto 6ptico colocar:

Amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,4 880 pulL.

Muestra 100 uL

Mezclar y tomar el valor de la absorbancia a 240 nm.
Este valor corresponde al blanco de reactivos.
Agregar:

Malato (0,2 M) 20 L

Mezclar e iniciar la cinética enzimdtica por seis minutos.
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Este procedimiento mide la aparicion de fumarato a partir de malato.
La actividad de Fumarasa (U/mL) se obtuvo multiplicando el cambio de
absarbancia/min por el factor 4,09 (ver adelante).

El coeficiente de absortividad molar (€) de fumarato a 240 nm es
2,44 cm*/pumol
NADPH citocromeo ¢ reductasa

Utilizar dos cubetas de cuarzo de 1 cm de trayecto éptico:

Blanco Problema
Mezcla de ensayo 400 uL 400 uL
Agua 3740l | e
NADPH (1.29 mM) e 374 L.
Mezclar y tomar el valor de la absorbancia del blanco a 550 nm.
Agregar:
Muestra 26 uL. 26 uL

Mezclar e iniciar la cinética enzimatica por seis minutos.

Este procedimiento mide la aparicion de citocromo ¢ reducido apartir
del oxidado. La actividad de NADPH citocromo ¢ reductasa (U/mlL) se
obtuva multiplicando el cambio de absorbancia/min por el factor 1,08 (ver
adelante).

El coeficiente de absortividad molar (g) de citocromo ¢ reducido a
550 nm es 22,85 crn®/umol.

Preparacion de la mezcla de ensayo para NADPH cit. ¢ reductasa

Mezclar
Amortiguador de fosfatos pH7.4 1 M 955 uL
KCN 4,63 mg
Citocromo c 35,00 mg

Aforar a 35 mL con agua desionizada.




Solucién de NADPH (1,29 mM)

El coeficiente de extincién molar de NADPH a 340 nm es de
6,22 x 1¢° L/mol-cm. Por lo tanto una soluciéon 1 mM de NADPH debe ser
6,22 vy una 2 mM entonces serd 12,4. Preparar una solucién 2 mM de
NADPH, obtener una ditucion 1:100 y medir su absorbancia a 340 nm.
Relacionar la absorbancia obtenida con la calculada y determinar la
concentracion de NADPH en la solucién preparada. Diluir la solucién hasta
una concentracidn de 1,29 mM.

Catalasa

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto 6ptico colocar:
Amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,4 950 uL
Muestra 40 pL

Mezclar y tomar el valor de la absorbancia a 240 nm.
Este valor corresponde al blanco de reactivos.
Agregar.
Peroxido de hidrégeno (6% en amortiguador) ] S0 uL

Mezclar ¢ iniciar la cinética enzimadtica por seis minutos.

El procedimiento descrito mide la desaparicion de peréxido de
hidrégeno La actividad de catalasa (U/mL) se obtuvo multiplicando el
cambig de absorbancia/min por €l factor 692,53 (ver adelante).

El coeficiente de absortividad molar (€) de peréxido de hidrégeno a
240 om es 0,036 cm*/pmol,
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Preparacién de amortiguador de fosfato de potasio 1 M

Solucidn 1 100 mL de KH,PO, 1 M

Solucién 2 100 mL de K,HPO, 1 M

Solucién Madre Ajustar el pH de la solucién 2 a un pH
determinado, utilizando la solucién 1.
Almacenar a 4 °C.

Solucién de Trabajo Diluir la solucién madre en agua destilada

hasta la concentracién final necesaria.

Alcohgl oxidasa

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto dptico colocar:
Mezcla de ensayo 895 uL
Muestra 100 uL

Mezclar y tomar el valor de la absorbancia a 340 nm.

Este valor corresponde al blanca de reactivos.

Agregar:

Metanol (120 mM) ( 5uL

Mezclar e iniciar la cinética enzimdtica por seis minutos.

El procedimiento descrito mide la formacion del radical catidénico
ABTS. La actividad de Alcohol oxidasa (U/mL) se obtuvo multiplicando el
cambio de absorbancia/min por el factor 0,2777 (ver adelante).

El coeficiente de absortividad molar (£) del radical catiénico ABTS a
420 am es 36 cm*/pmoal. -
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Preparacidn de la Mezcla de Ensayo para AO

Mezclar:
Amortiguador de fosfato de potasio
50 mM; pH 7.5 1,50 mL a partir de IM
Peroxidasa (HRP) 2U/ml. 0,16 mL a partir de 380 U/mL
ABTS | mM 16.46 mg
Agua destilada 28,34 mL

Preparar inmediatamente antes de su uso.
Calculo de factores para la determinacion de actividad enzimatica.

La actividad enzimaética se expresa en unidades internacionales U
definiéndose una Unidad como la transformacion de 1 ywmol de sustrato o la
formacion de 1 pmol de producto por minuto durante la reaccidn
enzimética. Matemdticamente se expresa con la siguiente ecuacidn:

U = ACHt ecn (1)

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

AC = ({U/mL) (t) ec’n (l.a)

Las determinaciones espectrofotométricas se basan en la Iey de
Lambert-Beer. Esta ley establece que el cambio de absorbancia es
directamente proporcional tanto a la absortividad molar y al cambio de
concentracion del compuesto problema como al trayecto dptico de haz.
Matemdticamente se expresa por medio de la siguiente ecuacion:

AA = (g) (AC) (b) _ ec’n (2)
Al sustituir laec’n (1.2) en la ec’n (2) resultara:

AA = (¢} (U/mL) (1) (b) : ec’n (3)
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Al despejar para U/ML se obtendra:
U/mL =AA/ebt ec’n (3.a)

Donde
U= Unidades de actividad (Lmol/min)
AA = Cambio de absorbancia del compuesto
€= Absortividad molar del compuesto (¢cm?/pumol)
b= Espesor de la cubeta (cm)
t= Tiempo (min)
AC = Cambio de concentracion del compuesto (Lmol)

Entonces:

U/mL = AA/ € (cm*/umol) (1cm) (1 min)

UfmL = AA/ & (cm® min/umal)

U/mL = AA (nmol/min ml.)/ €

U/mL = AA (U/mL)Y ec’n (4)

Al sustituir el valor del coeficiente de absortividad molar del
compuesto en la ec’n (4) se obtendrdn ecuaciones diferentes para cada
compuesto. De forma general la ecuacion se expresaria asi:

UfmL = AA (D U/mL) ec’n (4.a)

Donde D es el cociente de 1/ € ;

Enzima - Compuesto (€) D)

LDH NADH 6.22 cm*/umol 0,1608
Fumarasa Fumarato 2,44 cm¥umol  0,4098
Cit. c red. cit. ¢ red. 22,85 cm¥pmol  0,0438
Catalasa H,0, 0,036 cm*umol 27,700
AQ Radical ABTS 36,00 cm*/umol  0,0278

Para el cédlculo de 1a actividad enzimdtica se toman ademds en cuenta
otros pardmetros tales como: el volumen total del ensayo en la cubeta y la
dilucién de la muestra en la cubeta. Integrando estos nuevos pardmetros, la
ec'n (4.a) quedaria del siguiente forma:




U/mL = (AA)(D U/mL)(vol en cubeta)(dil. en cubeta)

Al realizar los cdlculos con los datos conocidos se obtendrd una
ecuacion general que se expresaria de la siguiente forma:

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

Donde F es un factor obtenido de la multiplicacion de los datos
conocidos: (D U/mL)(vol. en cubeta)(dil. en cubeta)

Enzima D) VYolumen Dilucion (F)
| LDH 0,1608 1,0 mL 10 1,61
Fumarasa 0,4098 1,0 mL 10 4,09
Cit. c red. 0,0438 0,8 oL 31 1,08
Catalasa 27,700 1,0 mL 25 692,50
AO (0.0278 1,0 mLL 10 0,28

Cada uno de estos factores se utilizé en la determinacidn de actividad
enzimatica, como se menciona al final de cada procedimiento. La actividad
enzimdtica en una muestra bioldgica se calcula considerando ademas de los
factores mencionados anteriormente, la dilucién previa de ésta.

Cuando se desea conocer la proporcion de una enzima con respecto a
la cantidad de proteinas de la muestra, se determina la actividad especifica
de la enzima (U/mg). La actividad especifica se calculd dividiendo la
actividad enzimdtica (U/mL) enire la concentracion de protefnas (mg/mL).

Uml - U/mg
mg/mL

Curva de calibracién de proteinas

Para cada determinacién se realizé una curva de calibracién con
estdndares de albimina sérica bovina conteniendo 2,5 a 20 pg de proteina.
Cada uno de los estindares se preparé por triplicado a partir de una solucién
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paudn de albimina sérica bovina (1 mg/mL) como se describe en la Tabla
X. El volumen final de cada tubo fue de 200 pL. A cada uno de estos se les
agregd 1 mL del reactivo de Bradford (dilvido 1:5 en agua destilada). Se
agitaron en el vortex y se dejaron reposar por 30 min a temperatura
ambiente. Se determind el valor de absorbancia a 595 nm de cada estidndar y
se trazd la curva de calibracidon graficando el valor de absorbancia en
funcidn de la cantidad de proteina en un volumen de 200 pL.

El reactivo de Bradford diluido en agua destilada es estable durante
varias semanas almacenado a 4 °C.

Tabla X, Curva de calibracidn para la determinacién de la concentracién de
proteinas totales.

Tubo Proteina (Ug) Sol. patrén (UL) Agua dest (uL)
1 0,0 0,0 200,0
2 2,5 2,5 197,5
3 3,0 5,0 1950
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 1850
8 20,0 20,0 180,0

Microscopia electronica de transmision
Técnica de fijacion con permanganato de potasio

Las muestras se lavaron 2 veces con agua destilada (6000 rpm,
3 min). Se fijaron en permanganato de potasio (1,5 % en agua desionizada)
durante 20 min (45 min). Se lavaron 2 ¢ mas veces hasta que el color fue
transparente (6000 rpm, 3 min). Posteriormente se contrastaron con acetato

de uranilo (I % en agua ultrapura) por lo menos 1 hr (2 hrs) y se
deshidrataron de la siguiente forma:
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Etanol ( 50 %) 15 min (25 min)
Etanol ( 70 %) 15 min (25 min)
Etanol ( 96 %) 15 min (25 mun)
Etanot (100 %) 15 min (25 min)
Etanol (100 %) 60 min (60 min)

Se aclararon con 6xido de propileno, dos veces durante 15 min
(30 min). Se incluyeron en resina epdxica:

Epdn-6xido de propileno (1:1) 60 min (2 hrs)
Epén-6xido de propileno (3:1) 60 min (2 hrs)
Epdn-6xido de propileno (3:1) 60 min (2 brs)
Epén-6xido de propileno (3:1) 60 min (2 hrs)
Epén puro 30 min (1 hrs)
Epén puro 30 min (1 hrs)
Epdn puro 60 min (2 hrs)

La polimerizacién se realizé en tubos ependorff a 60°C durante toda
la noche. A partir de los bloques resultantes se prepararon cortes finos
utilizando el ultramicrotomo Ultratome LKB V. Los cortes finos se
contrastaron con acetato de uranilo al 0,5 % en solucién alcéholica al 50 %
durante 5 min. Se lavaron por 1 minuto con agua ultrapura y se secaron. Se

realizé la observacion bajo el microscopio electrénico de transmisién Carl-
Zeiss EM 109,

Este procedimiento se utilizé tanto para la levadura Candida boidinii
como para Saccharomyces cerevisiae. La pared celular de la levadura
Sacchromyces cerevisiae es mas dificil de penetrar, por lo cual se
emplearon tiempos mas prolongados para el procesamiento de estas
muestras (tiempos escritos entre paréntesis).

Técnica de fijacion con glutaraldehido y postfijacidn con tetradxido de
osmio

Las muestras se lavaron 3 veces con aguvua destilada (6000 rpm,
3 min). Se fijaron en glutaraldehido (2,5 % en agua desionizada) durante 60
min. Para Saccharomyces cerevisiae se utilizé glutaraldehido al 3,0 %
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durante 60 min. Se lavaron 3 veces con amortiguador de cacodilatos 0,1 M
(ver Apéndice) pH 7,4 (6000 rpm, 3 min). Se posfijaron con tetraéxido de
osmio (2 % en agua ultrapura) por 30 min (1 hr). Las muestras se lavaron
3 veces con amortiguador de cacodilatos (6000 rpm, 3 min) y
posteriormente se trataron con nitrato de uranilo (1 %) durante 30 min. Las
muestras se lavaron 3 veces con amortiguador de cacodilatos (6000 rpm,
3 min) y se deshidratraron de la siguiente forma:

Acetona { 30 %) S min (3 min, 3 veces)
Acetona { 50 %) 5 min (3 min, 3 veces)
Acctona { 70 %) 5 min (3 min, 3 veces)
Acetona (90 %) S min {3 min, 3 veces)
Acetona (100 %) 5 min (3 min, 3 veces)

Las muestras se incluyeron en resina epdxica:

Epdn-acetona (1:1) 3 hrs (Toda la noche)
Evaporar a T amb. 3 hrs (Tada la mafiana)
Epén puro 1hr (Taoda la tarde)

La polimerizacién se realizé en tubos ependorff a 60 °C durante toda
la noche. A particr de los bloques resultantes se prepararon cortes finos
utilizando el ultramicrotomo Ultratome LKB V. Los cortes finos de
C. boidinii se contrastaron con acetato de uranilo al 0,5 % en solucién
alcSholica al 50 % durante 5 min. Se lavaron con agua ultrapura y se
secaran. Se realizd la observacion bajo el microscopio electrénico de
transmision Carl-Zeiss, EM 109.

En este procedimiento los tiempos mas prolangados se emplearon
para el procesamiento de las muestras obtenidas de los cultivos de
Saccuromyces cerevisiae.

Resina epoxica

Para la preparacion de la resina epéxica se utilizaran reactivos de la
compaiiia Pelco. Debido a que estos reactivos son toxicos y muy densos se
pesaron las siguientes cantidades:
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Resina 290¢g
DDSA 215g
NMA 85¢g
DMP30 10g

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

Amortiguador de cacodilatos

Preparar:

Solucién A
Cacodilato de sodio 428 g
Agua utrapura 100,00 mL

Solucién B

' Acido clorhidrico 0,50 mL

Agua ultrapura 25,00 mL

Solucién de trabajo
Solucidén A 100,00 mlL
Solucién B 5,40 mL

Aforar a 2 000 mL con agua ultrapura.
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