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1. RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno se generan principalmente como producto
del metabolismo aerobico; el desequilibrio entre su generacion y degradacion
conduce al estrés oxidativo. Para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo los
sistemas bioldgicos han desarrollado mecanismos de defensa antioxidante
enddgenos y exdgenos. En este trabajo se analizaron los cambios en la expresion
de genes que codifican para las enzimas superédxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutatién peroxidasa (GPX) en células de Y. lipolytica expuestas a

condiciones de estrés oxidativo y en presencia de un antioxidante.

Se determind por el método de dilucion en serie que los agentes oxidantes
H202 y menadiona en concentraciones 4.5 mM y 0.1 mM, respectivamente,
provocaron condiciones de estrés oxidativo inhibiendo el crecimiento de las
células, sin provocar su muerte; el presunto agente antioxidante acido galico en

concentracion 2 mM no reduce el crecimiento de Y. lipolytica.

Para los andlisis de expresion de genes que presuntamente participan en la
respuesta antioxidante de Y. lipolytica, cultivos en fase de crecimiento
exponencial de esta levadura se sometieron al efecto de los agentes oxidantes y
antioxidante. Por RT-PCR se determinaron los niveles de expresion de los genes
SOD1, GPX, CAT1, CAT2, CAT3y ACTYy se analizaron los resultados obtenidos

con los diferentes tratamientos.

El patrén de expresidbn de los genes que participan en la defensa a
condiciones de estrés oxidativo en Y. lipolyitica cambia en respuesta a los
diferentes tratamientos. Los niveles de expresién de los genes SOD, CAT1y GPX
disminuyen en todos los tratamientos utilizados, mientras que el gen CAT2
incrementa su expresion en el tratamiento con menadiona y disminuye en el resto
de los tratamientos y el gen CAT3 aumenta su expresién en los tratamientos

combinados y en el tratamiento con menadiona.



2. INTRODUCCION

2.1, Definicion del problema

Debido a que el estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio entre la
generacion y la degradacién de especies reactivas de oxigeno, los mecanismos
celulares de eliminacion de estas moléculas son fundamentales para la
prevencion del dafo que ocasionan. En el sistema de defensa antioxidante donde
participan sustancias enddgenas y exogenas, se ha planteado el uso de
antioxidantes provenientes de alimentos como coadyuvantes para lograr el

equilibrio de éxido-reduccién celular.

Las células eucariotas responden al estrés oxidativo mediante diferentes
mecanismos que implican la activacién de vias de respuesta del sistema de
defensa antioxidante, ya sea por modificacidn de proteinas preexistentes
(modificaciones postraduccionales) o a través de la induccién de la expresion de
genes que codifican para enzimas que participan en el sistema de defensa
antioxidante. Aunque se han realizado numerosos estudios al respecto en
diferentes especies, existe poca informacidn sobre la forma especifica en la que
Yarrowia lipolytica responde a condiciones de estrés oxidativo.

En el presente trabajo se pretende dilucidar los mecanismos moleculares de
la respuesta de Y. lipolytica a condiciones de estrés oxidativo mediante el analisis

de la expresidén de genes implicados en dicha respuesta.



2.2. Justificacion

En estudios anteriores se ha relacionado al estrés oxidativo con
enfermedades cronico degenerativas, mismas que representan un problema de

salud publica a nivel global por el incremento exorbitante en su prevalencia.

Se ha considerado que las levaduras constituyen modelos experimentales
preferidos para el estudio del estrés oxidativo por su elevada tasa de crecimiento,
facil manipulacion, disponibilidad de la secuenciacion completa de su genoma, la
presencia de genes homologos a los de humanos y a la conservacion de
procesos celulares basicos. En Y. lipolytica no existe informacion referente a la

expresion de genes en respuesta a condiciones de estrés oxidativo.

3. HIPOTESIS

Como respuesta a condiciones de estrés oxidativo Y. lipolytica, presenta
cambios en la expresién de los genes que codifican para las enzimas del sistema
de defensa antioxidante enddégeno (superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutatién peroxidasa (GPX)).



4. OBJETIVOS

4.1 0bjetivo general

Analizar los cambios en la expresion de genes que codifican para las enzimas

superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa en células de Y. lipolytica

expuestas a condiciones de estrés oxidativo y en presencia de un antioxidante.

4.2 Objetivos especificos

Establecer las concentraciones de los agentes oxidantes (H202, menadiona)
necesarias para producir condiciones de estrés oxidativo en Y. lipolytica.
Disenar oligonucle6tidos especificos para los genes que codifican para las
enzimas superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa de Y. lipolytica
a través de busqueda in silico.

Analizar los patrones de expresidn de los genes que codifican para las
enzimas superéxido dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa en células de
Y. lipolytica sometidas a condiciones de estrés oxidativo.

Analizar el efecto de agentes antioxidantes sobre la expresion de genes que
codifican para enzimas antioxidantes de Y. lipolytica sometida a condiciones
de estrés oxidativo.



5. ANTECEDENTES

5.1 Caracteristicas generales de las células eucariotas

Las células eucariotas pueden clasificarse en 3 tipos: células animales,
vegetales y hongos. Las células eucariotas cuentan con un nucleo definido y su
citoplasma se organiza en organelos limitados por membranas biolégicas; entre
estos organelos se encuentran las mitocondrias las cuales le confieren a las
células eucariotas la capacidad de desarrollar un metabolismo de tipo aerdbico,
en el que se utiliza oxigeno para la oxidacién de los diferentes sustratos
(azucares o grasas) con el fin de obtener energia (Karp, 2009).

5.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo puede ser definido como un desequilibrio entre la
produccién y la degradacion de ROS (Wahlqvist, 2013; Rowe, Dedtyareva,
Doetsh, 2008; Ramos Ibarra, Batista Gonzalez, Gbmez Meda, Zamora Pérez,
2006).

En organismos aerdbicos el oxigeno es esencial para la vida, la mayoria de
las oxidaciones a nivel intracelular resultan en la transferencia de 2 electrones en
NADH o FADH2, que se oxidan posteriormente en la cadena de transporte de
electrones. La cadena de transporte de electrones es un proceso metabdlico que
tiene lugar en la membrana interna de las mitocondrias. En este proceso 4
complejos enzimaticos (Complejo |: NADH: ubiquinona oxidorreductasa,
Complejo II: succinato: ubiquinona oxidorreductasa, Complejo Ill: ubiquinol:
ferrocitocromo c oxidoreductasa, Complejo 1V: citocromo ¢ oxidasa) transportan
electrones a la ATP sintasa con la produccion final de energia en forma de
adenosin trifosfato (ATP) (Fomusi Ndisang, 2010). La figura 1 muestra los
complejos enzimaticos que participan en la cadena de transporte de electrones.



Figura 1. Cadena de transporte de electrones (Mathews 2006).

A nivel atémico, los electrones ocupan regiones espaciales conocidas como
orbitales; la estructura del atomo sera termodinamicamente estable si en cada
orbital existe un maximo de 2 electrones apareados. Los radicales libres son
atomos o moléculas que contienen uno o mas electrones no apareados en su
orbital externo. Los radicales libres son muy inestables, por lo que presentan una
reactividad quimica enorme que les concede la posibilidad de interactuar
rapidamente con otros atomos o moléculas. Cuando los radicales libres entran
en contacto con alguna molécula tienden a ceder su electron (reductor) no
apareado o aceptar (oxidante) un electrdn con la finalidad de estabilizar su ultimo
orbital, estas interacciones dan lugar a una serie de reacciones con la formacion
de nuevos radicales libres. Cuando 2 radicales libres combinan sus electrones no
apareados pueden unirse entre si covalentemente y la cascada de generacion
de nuevos radicales libres se detiene (Sepulveda Reis, Araujo Veloso, Teixeira
Mattos, Purish, Nogueira-Machado, 2008).



El término especies reactivas de oxigeno (ROS), se utiliza para designar de
modo colectivo a los radicales de oxigeno que se comportan como oxidantes.
Entre las formas moleculares de éstos se encuentran el superéxido (Oz),
perhidroxilo (HOO"), hidroxilo(HO"), peroxilo (ROO") y alcoxilo (RO"); existen otras
formas intermedias que no son radicales entre las que figuran el peréxido de
hidrégeno (H202), oxigeno singlete ('O2), &acido hipocloroso (HOCI) e
hidroperéxido organico (ROOH) (Ojaimi, Kinugawa, Recchia, Hintze, 2010).

El radical hidroxilo reacciona facilmente con la mayoria de las biomoléculas
como lipidos, aminoacidos y acidos nucleicos (Chang, Chuang, 2010) y el
superoxido puede reaccionar con el 6xido nitrico (NO) para generar peroxinitrito
(ONOOQ), un oxidante fuerte (Brieger, Schiavonea, Miller, Krausea, 2012) que
también reacciona con la mayoria de las biomoléculas (Chang, Chuang, 2010;
Ceriello, Testa, 2009).

En células eucariotas, la cadena de transporte de electrones es la principal
fuente endégena de ROS, otras fuentes endogenas de radicales libres son el
proceso de plegamiento de proteinas, la formaciéon de enlaces disulfuro en el
reticulo endoplasmatico, el metabolismo de las drogas o xenobibticos por las
enzimas del citocromo P450 y los neutréfilos, macréfagos y eosindfilos (Brieger
et al., 2012; Chang, Chuang, 2010; Kawahito, Kitahata, Oshita, 2009; Rahman,
2007).

Ya que las ROS se involucran en un proceso metabdlico esencial en
organismo aerobicos, su generacion es habitual y si bien la produccién de ROS
se da en condiciones normales en altas concentraciones éstas son capaces de
dafar estructuras celulares incluyendo lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Barbosa, Bressan, Zulet, Martinez, 2008; Rahman, 2007).

El exceso de ROS induce a la peroxidacién de lipidos degradando los &cidos
grasos poliinsaturados incorporados en las membranas bioldgicas a radicales
peroxilo (Ojaimi et al., 2010; Shanmugam, Ramakrishna, Mallikarjuna, Reddy,
2009; Ramos lbarra et al., 2006).



El dafio que ocurre en proteinas consiste en la oxidaciéon de los grupos R de
los aminoacidos; los aminoacidos oxidados con mas frecuencia son la
fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina y metionina. Esta reaccion resulta en la
formacidén de proteinas carboniladas en las que incrementa la glicosilacion,
haciéndolas mas susceptibles a la protedlisis, la desnaturalizaciéon o induciendo
la pérdida de su actividad biolégica. Por otra parte, la oxidacion del acido
desoxirribonucleico (DNA) produce bases modificadas lo cual se asocia con el
desarrollo de mutaciones o pérdida de la expresion de algunos genes especificos
(Ramos Ibarra et al., 2006).

Ademas, en organismos superiores el estrés oxidativo produce un aumento
de la expresion de citocinas pro-inflamatorias y la activacion de diversas vias de
transduccion de senales entre las que se encuentran, el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB)
(Alfadda, Sallam, 2012), las proteinas cinasas activadas por estrés (SAPK), las
cinasas c-Jun-N-terminal (JNK) (Fomusi Ndisang, 2010) y la proteina cinasa p38
activada por mitégenos (p38 MAPK) (Rodriguez-Rodriguez et al., 2009; Acharya,
Ghaskadbi, 2010; Lopes, Oliveira, Soares Fortunato, 2008; Sengupta, UKkil,
Dimitrova, Agrawal, 2009).

El dafio a biomoléculas, la induccién de la expresion de citocinas
proinflamatorias y la activacion de vias de sefializacién por el estrés oxidativo son
mecanismos que se han relacionado con el proceso de envejecimiento y con
algunas situaciones patoldgicas como cancer, ateroesclerosis, enfermedades

neurodegenerativas, obesidad y diabetes (Pitocco et al., 2010).

Algunos agentes son capaces de generar condiciones de estrés oxidativo
entre ellos se encuentra el H202 que es un compuesto quimico con
caracteristicas de un liquido altamente polar, muy inestable que se descompone
en una reaccion exotérmica a oxigeno y agua y es capaz de comportarse como
oxidante o reductor (Scandalios, 2005) y la menadiona que es una quinona
citotéxica cuya reduccidn resulta en la formaciéon de una quinona y superoxido
(O2) (Osorio, 2003).



5.3 Sistema de defensa antioxidante

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir reacciones
de oxidacidn entre otras moléculas. En los sistemas biologicos, para contrarrestar
los efectos de ROS existen una gran variedad de sustancias de naturaleza
enzimatica y no enzimatica que constituyen el sistema de defensa antioxidante.
Para delimitar el sistema de defensa antioxidante, sus moléculas se dividen en 2
grupos, aquellas que se sintetizan de forma enddgena y aquellas que se obtienen
a través de fuentes externas, es decir exdgenas (Wahlqvist, 2013; Acharya,
Ghaskadbi, 2010; Sepulveda Reis et al., 2008).

Los antioxidantes de origen dietético actian como eliminadores de ROS,
estabilizando la reactividad de radicales libres al unirse a ellos; entre estas
biomoléculas se encuentra el tocoferol, el acido ascérbico, los carotenoides,
flavonoides y polifenoles (Brieger et al., 2010; Sepulveda Reis et al., 2008). La
medicidn de la capacidad de absorcion de radicales oxigeno por el método ORAC
permite la puntuacion de la capacidad antioxidante de alguna molécula de interés
a través de su comparacién con un anélogo de vitamina E, el acido 6 hidroxi 2, 5,
7, 8-tetra metilcroman-2 carboxilico (Trolox) que es utilizado como unidad
equivalente para la medida de fuerza antioxidante (Ishimoto, Tai, Yoshimura,
Amakura, Yoshida, 2012). En la figura 2 se puede observar la capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) de diversos compuestos.



Quercetina
Kaempferol
Epicatequina
Catequina
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Acido isovalico
Acido valico
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Acido L - ascérbico

o
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m Equivalente mol- Trolox (TE) /mol

Figura 2. Capacidad antioxidante de diversos compuestos (Ishimoto et al.,
2012).

Uno de los agentes antioxidantes exégenos mas ampliamente utilizado es el
acido galico, este agente posee en su estructura quimica 3 grupos hidroxilo que
pueden donar hidrogeno para la reduccién del H2O2 (Wu et al., 2011). En modelos
murinos se ha observado que el acido galico incrementa los niveles de glutatidén
(Chiu-Yuan et al., 2013) y que disminuye la peroxidacién lipidica (Mohammad et
al., 2014, Harikesh et al., 2014).

Por otro lado, tanto en células procariotas como en eucariotas el mecanismo
de accion del sistema de defensa antioxidante endégeno consiste en reacciones
enzimaticas en donde participan 3 enzimas principalmente la superoxido

dismutasa (Sod), catalasa (Cat) y glutation peroxidasa (Gpx) (Lushchak, 2006).

Sod cataliza la dismutacion del superdxido en oxigeno y H202 pudiendo tener
como cofactor a distintos metales entre ellos el cobre, zinc, manganeso o hierro
(Brieger et al., 2012). Cat, cataliza la descomposicién del H202 en oxigeno y agua
utilizando como cofactor al manganeso y Gpx cataliza la reaccion de oxidacién

del glutation, para ello utiliza H202 y al selenio como cofactor.

10



En ratones se han descrito 84 genes relacionados con el efecto del estrés
oxidativo y la defensa antioxidante (Somaio Neto et al., 2013). En la tabla 1 se
muestra la clasificacion de estos genes con base a la familia a la que pertenecen

segun su funcion.

Tabla 1. Genes relacionados con el efecto del estrés oxidativo y la defensa

antioxidante en ratones.

Familia Numero | Genes investigados
de genes
Glutation 10 GPX1, GPX2, GPX3, GPX4, GPX5, GPX6, GPX7, GPX8,
peroxidasas GSTK1, GSR.
Peroxirredoxinas | 8 EHD2, PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX4, PRDX5, PRDX®,
PRDX1RST1.
Peroxidasas 16 AASS, APC, CAT, CTSB, DUOX1, EPX, LPO, MPO,

PTGS1, PTGS2, RAG2, RGD1560658 (SERPINB1B),
RGD1565187 (KIF9), SLC41A3, TMOD1, TPO.

ROS 16 CCS, CYBA, FMO2, IL19, IL22, NCF2, NOS2, NOX1,
NOX4, NOXA1, NOXO1, RECQL4, SCD1, SOD1, SOD2,
SODs.

Estrés oxidativo | 22 ALS2, APOE, ERCC2, ERCC6 GAB1, IDH1, MPP4, NQO1,

NUDT15, NXN, PARK7, PPP1R15B, PRNP, PSMBS5,
SRXN1, TXNIP, TXNRD1, TXNRD2, TXNRD3, UCPS3,
XPA, ZMYND17.
Acarreadores de | 12 AQR, LOC367198 (ATR), CYGB, DNM2, FANCC, HBQ1,
oxigeno SLB (IFT172), MB, NGB, SLC38A1, VIM, XIRP1.

Fuente: Somaio et al., 2013.
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En términos generales cuando las levaduras se encuentran en condiciones
de estrés oxidativo, el factor de transcripcion Yap1 (Nrf2, en humanos) (Brieger
et al., 2012), induce la expresion de genes que codifican enzimas antioxidantes
incluyendo eliminadores de ROS y proteinas que contrarrestan la ruptura
oxidativa, entre las que se encuentran Gsh1, Gsh2, Trx2, Sod1 y Sod2 (Belfield,
Queenan, Rao, Kitamura, Walworth, 2014). En estudios realizados en el
microorganismo Saccharomyces cerevisiae se ha visto la participacion de otros
factores de transcripcion (Skn7p, Msn2p, Msn4p) en la respuesta adaptativa al

estrés oxidativo (Farrugia, Balzan, 2012).

Yap1 se localiza en el citoplasma y en condiciones normales activa la
transcripcion de mas de 70 genes (Rowe, Degtyarevaa, Doetsch, 2012); sin
embargo, puede cambiar su localizacion al ndcleo celular, proceso que se ha
relacionado con la presencia de estrés oxidativo (Rowe et al., 2008). Este factor
de transcripcion puede detectar a los oxidantes a través de la formacion de
enlaces disulfuro reversibles con residuos de cisteina; se ha considerado que
Cys598 y Cys629 son esenciales para la translocacién nuclear de Yap1 en
respuesta a H202 (Kuge et al., 2001).

El modelo de oxidacién indica que la oxidacion de residuos de cisteina,
produce un cambio de conformacion en donde se inhibe la interaccion
Yap1-Crm1, por el encubrimiento de la sefal de exportacién nuclear (NES).
(Kuge et al., 2001; Coleman, Epping, Ateggerda, Moye-Rowley, 1999), lo anterior
resulta en la acumulacién en el nucleo de Yap1 y consecuentemente en la
activacién de la transcripcion de genes implicados en la respuesta al estrés
oxidativo (Sha, Martins, Laubenbacher, Mendes, Shulaev, 2013; Rowe et al.,
2008).

Otro factor de transcripcion que se relaciona con el estrés oxidativo es Skn7;
su papel se ha descrito como parte de los componentes de la sefalizacién en
respuesta al estrés osmético (Sha et al., 2013).
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5.4 Yarrowia lipolytica como modelo experimental

Yarrowia lipolytica, es un hongo dimorfico capaz de crecer en forma de
levadura o micelio (Richard, Kerrest, Lafontaine, Dujon, 2005) dependiendo de
las condiciones de crecimiento en las que se encuentre (Cabrales Arellano,
2012). Este microrganismo puede utilizar para su crecimiento compuestos
hidréfobos, incluyendo aceites y acidos grasos (Lopes et al.,, 2013) y se ha
considerado como una levadura oleaginosa debido a su capacidad de acumular
mas del 70% de su masa seca en forma de lipidos (Loira, Dulermo, Nicaud,
Sherman, 2012).

Los metabolitos de Y. lipolytica se han considerado importantes en el
desarrollo industrial (Loira et al., 2012); la lipasa, el acido citrico, los compuestos
aromaticos y los lipidos microbianos de este microorganismo son algunos de

ellos (Lopes et al., 2013).

El proceso de secrecion de proteinas en Y. lipolytica es diferente a
S. cerevisiae; en Y. lipolytica tiene un rendimiento 4.5 veces superior en
comparacién con S. cerevisiae, ademas, éste ultimo tiende a hiperglucosilar las
proteinas que secreta, mientras que Y. lipolytica tiene la capacidad de realizar
modificaciones co-traduccionales de manera similar a lo realizado por las células
de mamiferos (Cheng, Ogrydziak, 1987). Entre las proteinas que Y. lipolytica
tiene la capacidad de secretar se encuentran varias enzimas proteasas, lipasas,
RNAasas, fosfatasas y estereasas (Celinska, Celinska, 2013; Cabrales Arellano,
2012; Bulani, Moleleki, Albertyn, Moleleki, 2012).

El uso de levaduras como modelo experimental inici6 en 1844 con los
hallazgos respecto al ciclo celular por el laboratorio Carlsberg. En 1940 comienza
el uso de estos microorganismos en procesos de gran impacto en el ambito
industrial como la produccién de antibiéticos y enzimas, procesos de
fermentacién de la cerveza y pan y en el caso de algunas especies como agentes
de biocontrol de plagas y de otros compuestos bioactivos que pueden ser téxicos
para los humanos, como los alcaloides. Ademas, su empleo como modelo

experimental en 1990 permiti6 la identificacion del blanco celular de la
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rapamicina; este descubrimiento admite el uso de levaduras como modelos
experimentales para la identificacion de formas de acciébn de compuestos

clinicamente relevantes (Enserink, 2012).

En las levaduras la facil manipulacién y la elevada tasa de crecimiento con
requerimientos nutricionales minimos representan algunas de las ventajas de su
uso como modelos experimentales. En condiciones nutricionales apropiadas una

levadura puede duplicarse cada 90 minutos (Cabrales Arellano, 2012).

Y. lipolytica se ha considerado un excelente modelo de estudio debido a
diferentes caracteristicas; en cuestiones relacionadas con la contaminacion
ambiental tiene la capacidad de reducir el anillo aroméatico del trinitrotolueno, es
capaz de degradar hasta en un 68% el contenido de aceites contaminantes en
10 dias en derrames maritimos, se ha considerado que podria ser util en la
bioabsorcién de metales pesados, su proteasa extracelular es utilizada como
agente coagulador de la leche y constituye un excelente sistema para la
expresion de proteinas heter6logas (Cabrales Arellano, 2012).

El consorcio francés Genolevures secuencié completamente el genoma de
Y. lipolytica el cual se encuentra distribuido en 6 cromosomas y tiene un tamafo
de 20.5 Mb, consta de 6073 secuencias codificantes y un contenido de
guanina-citosina (GC) del 49%. En la figura 3 se observan los 6 cromosomas
presentes en Y. lipolytica (Cabrales Arellano, 2012).

1 R 3 a
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YaliBE
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L

Figura 3. Cromosomas presentes en Y. lipolytica (Genolevures).
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En el &mbito cientifico, las levaduras han servido como modelo experimental,
en investigaciones dirigidas al entendimiento de diversos procesos metabdlicos
(Loira et al., 2012), en la utilizacién de sustratos hidrofébicos, la biogénesis
mitocondrial y peroxisomal, sefalizacion por pH, ciclo celular, autofagia,
polaridad celular, secrecién de proteinas, interacciones genéticas, cambios
transcripcionales, interaccion de proteinas, reparacion del dafio del DNA, entre

otros (Pereira, Bessa, Soares, Ledo, Saraiva, 2012; Enserink, 2012).

Las células de levaduras se han utilizado como modelos de experimentacidn
preferidos para el estudio del estrés oxidativo y sus efectos. Estos
microorganismos, son facil y eficientemente manipulables genéticamente, por
técnicas de genética clasica (Kerscher, Durstewitz, Casaregola, Gaillardin,
Brandt, 2001) y molecular mientras que conserva procesos celulares basicos que
son caracteristicos en células eucariotas entre ellos aquellos implicados en la
respuesta al estrés oxidativo (Farrugia, Balzan, 2012). Alrededor del 60% de los
genes de levaduras muestran homologia con el humano y el 25% de los genes
relacionados con enfermedades humanas tienen una estrecha homologia con

levaduras (Franssens et al., 2013; Farrugia, Balzan, 2012).

La evidencia cientifica refiere que el mecanismo de mayor accién en
S. cerevisiae es el glutation reducido (GSH), seguido por la accion enzimatica de
catalasas (Sa et al., 2013). En estudios en los que se han cuantificado la actividad
de las enzimas antioxidantes (Sod, Gsh, Cat) bajo condiciones de estrés
oxidativo inducido con H202, dicloruro de 1, 1- dimetil- 4, 4"-bipiridilo y por presién
de aire, se pudo observar una respuesta antioxidante mas potente en Y. lipolytica
que en otras levaduras (Pichia pastoris). Como respuesta celular a condiciones
de estrés oxidativo Y. lipolytica presenta un incremento en la actividad de Sod y
Cat (Lopes, Mota, Belo, 2013). Se ha observado que el tratamiento de células de
Y. lipolytica con H202 ocasiona un incremento en la actividad de Cat y que el
tratamiento con menadiona aumenta la actividad de Sod (Arinbasarova et al.,
2015).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material biolégico

Para el desarrollo de este trabajo se utilizd la cepa PO1A del hongo Yarrowia
lipolytica; el cual es un microorganismo aerdbico no patégeno que tiene la
capacidad de utilizar como fuente de carbono, grasas e hidrocarburos. Ademas
se ha utilizado como modelo biolégico para el estudio de la secrecion de
proteinas recombinantes, metabolismo del carbono, utilizacién de sustratos

hidréfobos y biogénesis de peroxisomas.

6.2. Métodos
6.2.1. Diseno del estudio

El presente estudio es de tipo experimental con temporalidad de Julio de 2014
a Agosto de 2015.

Los procesos experimentales se realizaron en los laboratorios de Prote6mica,
Genética y Biologia Molecular, Alimentos y Bioquimica del Centro de
Investigacion en Nutricion y Salud Publica (CINSP) de la Facultad de Salud
Publica y Nutricion de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon.
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6.2.2. Estrategia general de trabajo

Para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo, el desarrollo del

mismo se realiz6 en 3 etapas:

1. Establecimiento de las condiciones de estrés oxidativo en Y. lipolytica.

2. Obtencion y procesamiento del material genético.

3. Anadlisis de expresién de los genes.

1. Establecimiento
condiciones de estrés oxidativo
en Y. lipolytica

N
de las

v

» Determinacion de los tiempos de incubacién para
alcanzar la fase de crecimiento exponencial

* Determinacion de la concentracion de los
agentes oxidantes y del agente antioxidante a
utilizar

/

N

2.0btencion y procesamiento
del material genético

v

* Preparacion de muestras sometidas a
condiciones pre establecidas de estrés oxidativo

» Extraccion de acidos nucleicos

* Ajuste de la concentracidn de 4cidos nucleicos
» Tratamiento con la enzima DNasa

* Sintesis de cDNA

\

3.Andlisis de expresién de los
genes

|

|

» Busqueda in silico

+ Diseno de oligonucleétidos

* RT-PCR

* Electroforesis en geles de agarosa

AN

Figura 4. Estrategia general de trabajo.
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6.3. Procedimiento experimental
6.3.1. Preparacion de los medios de cultivo

Para el cultivo de la cepa PO1A de Y. lipolytica se utilizé6 medio YPD liquido
(extracto de levadura 1% caseina 2%, glucosa anhidra 2%). Este medio se
prepard disolviendo 10 g de extracto de levadura (US Biological), 20 g de
caseina (Dibico) y 20 g de glucosa anhidra (Dibico) en agua desionizada, la
mezcla se llevé a un volumen final de 1000 ml y posteriormente se esterilizd
por calor himedo en autoclave (121 °C y 15 Ib/pulg? de presién durante
15 min). Para la preparacién de medio YPD sdlido, a la mezcla anterior se

adicion6 el 2% de agar bacteriologico (10 g; Dibico), antes de su esterilizacion.

6.3.2. Inoculacion de precultivos

Los in6culos se prepararon en condiciones de esterilidad utilizando una
campana de flujo laminar (SG 403A, SterilGARD IIl Advance). Una colonia de
la cepa PO1A de Y. lipolytica (coleccién celular del Laboratorio de Prote6mica
del CINSP) se sembrdé en matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian
50 ml de medio YPD liquido y se colocaron en una incubadora con sistema
de agitacién orbital (Modelo 1575, SL Shel Lab) a 28 °C, con agitacion
rotatoria a 200 rpm durante toda la noche.

6.3.3. Ajuste de inéculo segun densidad optica (OD)

Para estandarizar la cantidad de material bioldgico utilizado en los
diferentes experimentos se determind la densidad Optica (OD) de los pre
cultivos liquidos de la cepa PO1A de Y. lipolytica. Se tom6 una alicuota de
cultivos liquidos incubados durante toda la noche a 28 °C, 200 rpm y se
determind la OD en un espectrofotémetro (UV-Visible Evolution 300, Thermo
Scientific) a una longitud de onda de 600 nm, realizando con agua destilada
estéril las diluciones pertinentes para que su absorbancia estuviera entre
0.1-0.4.

18



La ODsoo de los cultivos se ajusté a 1.0 o a 0.2 segun se indique aplicando

la siguiente férmula:

Volumen final x Concentracion final

Volumen inicial = —
Concentracion inicial

Donde:
Volumen final = Volumen deseado

Concentracion final = Concentracion deseada (1.0 6 0.2)
Concentracidn inicial = Densidad 6ptica obtenida de precultivos a 600 nm

6.3.4. Preparacion de soluciones stock

Las soluciones utilizadas se almacenaron a temperatura ambiente después

de su preparacion a menos que se indique otra condicion.

Solucién de menadiona

La solucion stock de menadiona (C11HsO2, PM: 172 g) se prepard a una
concentracion 20 mM; para ello se pesaron 0.0344 g de menadiona cristalina
(Sigma-Aldrich) en una balanza analitica (BL120S, Sartorius), se disolvié y aford

a 10 ml con etanol absoluto (Bio Basic, Canada).

Solucién de acido galico

La solucién stock de &cido galico (C7HsOs, PM: 170.12 g) se prepard a una
concentracion 200 mM; para ello, se pesaron 0.3 g de acido galico (3,4,5 acido
trinidroxibenzoico, Sigma-Aldrich) en una balanza analitica, se disolvi6 y se aford
a 4 ml con etanol absoluto. El tubo que contenia acido galico se cubrié con
aluminio para protegerlo de la luz y se almacené a 4 °C hasta su uso.
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Buffer de lisis: para la preparacion buffer de lisis se afiadieron los reactivos en
las siguientes proporciones: triton X-100 2%, 10 mM de tris HCI (pH 8), SDS 1%,
100 mM de NaCl,1 mM de EDTA, mezclando 2 ml de triton (Research Organics),
10 ml de tris HCI (Research Organics), 1 g de SDS (Bio-Rad), 1 ml de NaCl
(Bio-Rad) y 200 pul de EDTA (Bio-Rad) y llevando la reaccion a un volumen de

100 ml con agua desionizada por un sistema de filtracion Water Pro PS,
LABCONCO.

Solucion fenol-cloroformo (1:1): para la preparaciéon de la mezcla fenol

cloroformo 1:1, en un tubo de polipropileno de fondo cénico se colocaron 25 ml
de fenol saturado pH 8 (Bio Basic, Canada) y 25 ml de cloroformo (CTR,
Scientific), la mezcla se homogenizd por inversion y se guard6 a 4 °C hasta su
uso.

Acetato de sodio 3 M: para lograr una solucién con una concentracion 3 M de

acetato de sodio (C2H3sNaO2, PM: 82.03), se pesaron 12.3 g de acetato de sodio
(CTR, Scientific) y se disolvid y aford a 50 ml con agua desionizada esteril.

Buffer TAE 50 X: para la preparacion de buffer TAE 50 X se pesaron 242 g de
Tris base y se disolvié con 57.1 ml de acido acético (CTR, Scientific) y 100 ml de
de una soluciéon 0.5 M de EDTA (pH 8), los componentes se mezclaron con ayuda
de un agitador magnético y se afor6 a un volumen de un litro con agua

desionizada.

Buffer TAE 1X: para la preparacion de un litro de buffer TAE 1X, se tomaron

20 ml de TAE 50 Xy se llevaron a un volumen de 1000 ml con agua desionizada,
en un probeta de 1000 ml.
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6.4. Establecimiento de las condiciones de estrés oxidativo
6.4.1. Determinacion de los tiempos de incubacion para alcanzar la fase de

crecimiento exponencial

Una curva tipica de crecimiento celular se compone de 4 fases: adaptacion,
crecimiento exponencial, fase estacionaria y declive o muerte. Para establecer el
tiempo de incubacion requerido para que las células de la cepa PO1A de
Y. lipolytica alcanzaran la fase de crecimiento exponencial, fue necesario realizar
curvas de crecimiento. Para ello, se prepar6 un inéculo sembrando una colonia
de la cepa PO1A de Y. lipolytica en 50 ml de medio YPD liquido y se incub6 toda
la noche a 28°C con agitacion a 200 rpm. Posteriormente se determind la
densidad éptica (ODeoo) del cultivo y ésta se ajustd a 0.2. La cantidad de inéculo
calculado se anadié a matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de
medio YPD liquido y se incub6 a 28°C con agitacién a 200 rpm por 72 h.

El crecimiento de los cultivos se monitoreé mediante la lectura de la ODsoo, a
partir de alicuotas de 1 ml de los cultivos obtenidos cada 2 h durante las primeras
12 h, cada 6 h hasta las 24 h y finalmente cada 24 h hasta las 72 h de incubacion.
Para la lectura de OD se realizaron las diluciones pertinentes para que la lectura
de absorbancia estuviera en un rango de 0.1 a 0.4.

6.4.2. Determinacion de la concentracion de los agentes oxidantes y agente

antioxidante a utilizar

El efecto de los agentes oxidantes y antioxidante sobre el crecimiento de la
cepa PO1A de Y. lipolytica se analiz6 utilizando el método de dilucion en serie en
placas de YPD adicionadas con diferentes concentraciones de los agentes.

Para establecer la concentracién necesaria para que los agentes oxidantes
fueran capaces de producir condiciones de estrés oxidativo en la cepa PO1A de
Y. lipolytica, se probaron concentraciones de 1 a 10 mM de H202 y de 0.0025 a
0.2 mM de menadiona.
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Asi mismo, se realizaron ensayos con concentraciones de 2 a 10 mM de &cido

galico para determinar su efecto como potencial agente antioxidante.

Para la preparacion de placas, se calculd la cantidad necesaria de los
diferentes agentes para lograr las concentraciones deseadas en 25 ml de medio
YPD agar. Se colocaron 25 ml de medio YPD agar (antes de su gelificacién,
aproximadamente entre 45-50 °C) en un tubo de polipropileno de fondo cénico,
se agrego la cantidad calculada de agente oxidante/antioxidante, la mezcla se
homogeniz6 por inversion, se vertié en una caja de Petri y se dejo gelificar a

temperatura ambiente.

A partir de una alicuota de cultivo cuya ODeoo habia sido ajustada a 1.0, se
realizaron diluciones en serie 1:10 (100 pl cultivo+900 pL agua destilada estéril)
hasta tener un dilucion de 1x10-%, mezclando vigorosamente con vortex para
obtener la homogenizacién de cada diluciéon. De cada una de estas diluciones se
sembraron 3 pul en las placas adicionadas con diferentes concentraciones de los
agentes (H202, menadiona y acido galico). Las placas se cubrieron con papel
aluminio para protegerlas de la exposicidén a la luz y se incubaron en posicién
invertida a 28 °C por 72 h. Para documentar cambios de crecimiento y/o
morfologia de las colonias bajo los diferentes tratamientos, se tomaron
fotografias de las placas cada 24 h con un sistema de fotodocumentacién (Gel
Doc-It Imaging System, UVP).
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Material y métodos

Para el andlisis de expresion de genes se realizé el procedimiento

experimental que de manera esquematica se describe en la figura 5.

Pre inoculo de la cepa PO1A de Y. lipolytica en medio YPD
a 28°C a 200 rpm, ON,

|

Medicion de OD.,, y ajuste del inoculo a 0.2

I

Incubacion de cepa PO1A a 28°C, 200 rpm
por 10 h

|

Tratamiento con agentes oxidantes y antioxidante por 1 h

| I I I

1

YPD

H,0, + acide| |Menadiona +
H:0; Menadiona | | ["*"dajco acido galico

Acido galico

Extraccién de acidos nucleicos

I

Cuantificacion y ajuste del material genético a 100 ng/pl

|

Tratamiento con enzima DNasa

I

Cuantificacién y ajuste de RNA a 30 ng/pl

I

Procesamiento de las muestras con la enzima
transcriptasa reversa

PCR vy electroforesis en geles de agarosa 2%.

Densitometria de los productos amplificados por cuantificacion

de la intensidad de banda

Figura 5. Diagrama del procedimiento experimental para el analisis de la
expresion de genes.
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6.5. Obtencidén y procesamiento del material genético
6.5.1. Preparacion de muestras sometidas a condiciones de estrés oxidativo

Para el tratamiento de las muestras para la obtencion de material genético,
se realiz6 un pre indculo sembrando una colonia de la cepa PO1A de Y. lipolytica
en 50 ml de medio YPD liquido y se dej6 incubar toda la noche a 28 °C con

agitacion a 200 rpm.

Se determind la ODsoo del inéculo y se ajustd a 0.2 con la féormula
correspondiente (ver apartado 6.4.3), la cantidad calculada fue afadida a
matraces Erlenmeyer que contenian 50 ml de medio YPD liquido y se incubaron
a 28 °C con agitacién a 200 rpm por 10 h. Después, se anadieron a los diferentes
cultivos las cantidades requeridas de cada agente para lograr las siguientes
concentraciones: 4.5 mM de H202, 0.1 mM de menadiona y 2 mM de acido galico,
asi como tratamientos conjuntos de 4.5 mM de H202y 2 mM de &cido galico y de
0.1 mM de menadiona y 2 mM de acido galico, los cultivos se incubaron 1 h con
los agentes oxidantes/antioxidantes y se procedio a la cosecha de células para
la obtencién de material genético.

6.5.2. Extraccion de los acidos nucleicos

Para la extraccion de los acidos nucleicos se utilizd el método de
fenol-cloroformo modificado por Hoffman y Wiston (1987), en el cual se incorpora
la utilizacion de perlas de vidrio para la ruptura mecanica de las células. Para
lograr la lisis celular se requieren métodos mecanicos ya que la pared celular de
las levaduras al estar compuesta de polisacaridos es resistente a los métodos

convencionales de lisis quimica.

De los cultivos celulares preparados en las condiciones previamente descritas
se tomaron 3 ml en tubos para microcentrifuga (1.5 ml de capacidad) y se
centrifugaron durante 2 min a 12,000 rpm (microcentrifuga 5415D, Eppendorf), el
sobrenadante se eliminé6 por decantacién y las células cosechadas se
resuspendieron en 100 ul de agua bidestilada.
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A partir de este momento, todo el proceso se realizdé a 4°C utilizando una
hielera con hielo molido y agua. A cada paquete celular se agregaron
aproximadamente 250 pl de perlas de vidrio, 400 pl de buffer de lisis y 400 ul de
fenol-cloroformo y se sometieron a 3 periodos hielo/agitacion con vortex
(1 min/1 min). Los tubos se centrifugaron por 10 min a 12,000 rpm, se recuperd
el sobrenadante (aproximadamente 400 pl) utilizando una micropipeta y se colocé

en un tubo nuevo.

Para precipitar los &cidos nucleicos, al sobrenadate recuperado se le
anadieron 50 pl de acetato de sodio 3 M resuspendiendo delicadamente y 1 ml
de etanol absoluto frio, las muestras se mezclaron por inversion y se incubaron
al menos por 20 min a -20 °C. Después se centrifugaron por 10 min a 12,000 rpm;
el sobrenadante se eliminé por decantacién y el precipitado se lavd con 500 pl de
etanol al 70%; se centrifugd por 5 min a 12,000 rpm, el sobrenadante se eliminé
por decantacién y el exceso se elimind por aspiracion con micropipeta; las
muestras se dejaron secar por 5 min a temperatura ambiente y pasado este
tiempo, los acidos nucleicos se resuspendieron con 50 ul de agua bidestilada.
Los tubos se etiquetaron y almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.5.3. Ajuste de la concentracion de los acidos nucleicos.

La concentracién de los acidos nucleicos obtenidos se determind midiendo su
OD a 260 nm utilizando el equipo Nanodrop 2000 UV-Visible, Thermo Scientific.

Las muestras fueron ajustadas realizando las diluciones correspondientes, a
fin de que todas tuvieran la misma concentracién de acidos nucleicos, partiendo

de la lectura de OD con menor valor (aproximadamente 100 ng/pl).
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6.5.4. Tratamiento con DNasa

Para eliminar el DNA y recuperar unicamente el RNA, las muestras de acidos
nucleicos extraidos (mezcla de DNA y RNA) fueron tratadas con la enzima DNasa
(PureLink, Invitrogen).

De las muestras de acidos nucleicos previamente ajustadas se tomaron 8 pl
y se colocaron en un tubo de polipropileno de 200 pl, se agregd 1 ul de buffer de
reaccion de DNasa | 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 20 mM de MgClz2, 500 mM de
KCl, (Invitrogen)), y se agregd 1 ul de la enzima DNasa PureLink (Invitrogen). La
reaccion se incubd por 1 h a 37 °C, después se agreg6 1 ul mas de la enzima y
se incubd por 1 h a 37 °C. Posteriormente, para inactivar la enzima, se agregé
1 ul de 25 mM de EDTA y se incub6 durante 10 min a 65 °C. Los tubos se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Las muestras tratadas con la enzima DNasa (RNA) fueron ajustadas a una
concentracion de 30 ng/ul realizando la diluciones pertinentes con agua

bidestilada (Pisa). Para su cuantificacion se utilizé el equipo Nanodrop 2000.

6.5.5. Sintesis de cDNA

La enzima transcriptasa reversa es una enzima de tipo DNA-polimerasa que
tiene como funcién sintetizar DNA utilizando como molde RNA monocatenario.
Para la sintesis de cDNA se utilizé el sistema de transcripcion reversa GoScript
de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante. El proceso consiste en 2
reacciones y se realiza a 4 °C (hielo molido). Para llevar a cabo la primera
reaccion, los reactivos se centrifugaron antes de usar; en un tubo de polipropileno
de 1.5 ml se mezclaron el RNA, los oligonucleétidos aleatorios y el agua libre de
RNAsa (tabla 2); la mezcla se incub6 a 70°C por 5 min y se enfrié durante 5 min
en hielo. Cada tubo se centrifugd por 10 seg y se mantuvo en hielo hasta que la
segunda reaccion se anadiera.
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Tabla 2. Componentes de la reaccién 1 para la sintesis de cDNA.

Reactivo Volumen (pl)
RNA 4
Oligonucledtidos  aleatorios 1

(0.5 ug /reaccién)

Volumen final: 5.0

En la segunda reaccion se realizd una mezcla de los componentes listados
en la tabla 3 (volumen final=15 pl) y ésta se anade al tubo en donde se realizé la
reaccion 1, obteniendo un volumen final de reaccién de 20 ul. La mezcla se
incubd a 25 °C por 5 min, a 42 °C por 1 h y finalmente a 70 °C por 15 min. Los
tubos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Tabla 3. Componentes de la reaccién 2 para la sintesis de cDNA.

Reactivo Volumen (ul)
Agua libre de RNAsa 7.0
Buffer de reaccién Go Script 5X 4.0
MgClz2 (2.56 mM) 2.0
Mezcla de dNTPs (concentracién 1.0
final 0.5 mM de cada dNTP)
Transcriptasa reversa GoScript 1.0

Volumen final: 15.0
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6.6. Analisis de la expresion de genes
6.6.1. Busqueda in silico de secuencias de genes que codifican para enzimas
antioxidantes de Y. lipolytica

Se realiz6 busqueda in silico de las secuencias nucleotidicas de los genes
que codifican para las enzimas superéxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa en diferentes especies de hongos, en bancos de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) utilizando el programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi);

posteriormente, utilizando como anzuelo las secuencias obtenidas, se buscaron
secuencias homologas en el genoma de Y. lipolytica en la base de datos del

consorcio francés Génolevures (http://genolevures.org).

Una vez identificadas las secuencias de los genes que presuntamente
codifican para las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPX) en Y. lipolytica, se procedié al disefio de
oligonucleétidos especificos para realizar el analisis de expresion de estos genes
por RT-PCR.

6.6.2. Disefio de oligonucledtidos

En el disefio de oligonucleétidos es importante considerar caracteristicas
como numero de nucleétidos, contenido de guanina-citosina, temperatura de
alineamiento, asi como evitar la auto complementariedad entre los pares de

oligonucleétidos y en el fragmento mismo.

Con ayuda del programa OligoCalc (Oligonucleotide Properties Calculator,
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html); se corroboraron las

caracteristicas generales de los oligonucleétidos especificos disefiados para las
regiones codificantes de genes involucrados en el sistema de defensa
antioxidante enzimatico de Y. lipolytica.
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6.6.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos especificos de DNA es posible mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction).
Utilizando esta técnica se amplificaron fragmentos especificos de los genes que
codifican para las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa. Cada reaccion de PCR se prepar6 en un tubo de
polipropileno de 200 pl de capacidad integrando los siguientes componentes:
13 pl de agua bidestilada, 0.5 pl de MgClz, 5 ul de mezcla de deoxinucleétidos
(Bioline), 2 ul de cada oligonucleétido directo/reverso (Alpha DNA), 0.5 ul de la
enzima DNA Taq polimerasa (Bioline) y 2 ul de los productos de la reaccién de
transcripcion reversa (cDNA) o DNA gendmico (Tabla 4) cuando se
estandarizaron las condiciones de amplificacion para los diferentes pares de
oligonucledtidos.

Tabla 4. Componentes de la reaccién de PCR.

Reactivo Volumen (pl)

Agua bidestilada 13.0
MgClz, 50 mM 0.5
Mezcla de dNTPs, 10 mM con buffer de 5.0
la enzima DNA Taq polimerasa

Oligonucleétido directo 1 uM 2.0
Oligonucleétido reverso 1 uM 2.0
Enzima DNA Taq polimerasa (5 U/pl) 0.5
cDNA 2.0

Volumen final: 25.0

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (Sprint Thermal
Cycler, Thermo Electron Corporation), con las condiciones que se indican en la
tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones de la reaccién de PCR para la amplificacion de
fragmentos especificos de los genes SOD, CATy GPX de Y. lipolytica.

Etapa Fase Temperatura Tiempo Numero
(°C) (min)  de ciclos
1 Desnaturalizacién 95 5 1
2 Desnaturalizacién 95 1
Alineamiento 60 1 30
Extensién 72 1
Extensién final 72 10 1
4 Conservacién 4 Infinito

Al finalizar la reaccion de PCR se analizaron los productos amplificados por
electroforesis en geles de agarosa.

6.6.4. Electroforesis en geles de agarosa

El andlisis de los productos amplificados mediante la reaccién de PCR, se

realizo por electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Para la preparacion del gel, se pesaron 2 g de agarosa (Bioline) en una
balanza de precisién (BL1500, Sartorius), la agarosa se colocé en un matraz y se
afor6 a 100 ml con buffer TAE 1X; el matraz se puso en una placa de
calentamiento (PC 420D, Corning Stirrer) para facilitar la disolucién de la
agarosa, se tomaron 22 ml de agarosa ya disuelta en tubo de polipropileno de
50 ml de fondo cénico y se agregé 1 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml; Bio-Rad),
se homogenizé por inversion y se vertié en un molde con peine de plastico para
la formacion de pozos y se dejo gelificar. Posteriormente, se coloc6 en la camara
de electroforesis equipada con una fuente de poder (Power-pac 300, Bio-Rad) y
se cubrié con TAE 1X.

30



De los productos de PCR, 12 ul se mezclaron con 2 pl de buffer de carga
Orange 6X (10 mM Tris HCI pH 7.6, 0.15% orange G, 0.03% xileno FF cianol,
glicerol 60% y 60 mM de EDTA; BioLabs-New England) y se depositaron en los

pozos del gel con ayuda de una micropipeta.

Para la separacion de las bandas se aplicé una corriente eléctrica de 90 V por
40 min y posteriormente el gel se visualizé con luz UV en un sistema de
fotodocumentacion UVP. EI tamano de las bandas correspondiente a los
productos amplificados se identific6 por comparacién con el marcador de peso
molecular HyperLadder IV (Bioline) y posteriormente, utilizando funciones del
equipo se seleccion6 el area de cada banda de producto amplificado para la
determinacion de su densidad.

6.7. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos fueron
procesados con el software SPSS V.17.0 (SPSS, Inc Chicago lllinois). Para el
andlisis estadistico se utilizé la prueba andlisis de varianza (ANOVA), con la
prueba LDS (Least Significant Difference) de Fisher y las diferencias se

consideraron significativas cuando el valor de p obtenido fue menor a 0.05.

Para el andlisis de la expresién de genes, los datos de intensidad de banda
de cada gen obtenidos a partir de 3 experimentos independientes fueron
promediados y los valores fueron utilizados para la realizacién de pruebas de
estadistica descriptiva y ANOVA. Para la realizacion de las gréaficas el valor
promedio de expresion obtenido del tratamiento control (YPD) se consider6 como
el 100% de expresion y a partir de este se obtuvieron valores porcentuales de
expresion para cada uno de los genes analizados.
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7. RESULTADOS

7.1, Determinacion de las condiciones de estrés oxidativo
7.1.1. Establecimiento de los tiempos de incubacion para determinar la fase

de crecimiento exponencial

El crecimiento celular de las levaduras se divide en 4 fases: la primera es la
fase de adaptacion, en ella la célula reconoce las condiciones de crecimiento y
sintetiza moléculas como RNA y enzimas, la segunda fase es la denominada fase
de crecimiento exponencial que se caracteriza por la duplicacion de las células y
por ende con una tasa de crecimiento incrementada, en la tercera fase disminuye
la tasa de crecimiento como consecuencia del agotamiento de nutrientes y la
acumulacion de productos toxicos, esta fase es conocida como fase estacionaria

y por ultimo, en la cuarta fase, ocurre el declive o0 muerte celular.

Para determinar el patrén de crecimiento de la cepa PO1A de Y. lipolytica, se
realizaron curvas de crecimiento. Para ello, se monitore6 la densidad éptica de
cultivos celulares en YPD durante 72 h. Los datos obtenidos indican que la cepa
PO1A de Y. lipolytica se encuentra en fase de adaptacién durante las primeras
5 h, que la fase de crecimiento exponencial se presenta entre las 6 y 16 h de
incubacioén y que las células alcanzan su fase estacionaria después de 23 h de
incubacion (figura 6).
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Figura 6. Curva de crecimiento de la cepa PO1A de Y. lipolytica (Inéculo inicial

ODs00=0.2).Las células fueron incubadas a 28°C, con agitacién a 200 rpm; la OD de los cultivos se
determiné en los diferentes tiempos marcados.

7.1.2. Determinacion de la concentracion a utilizar de los agentes oxidantes y
agente antioxidante

Para examinar el efecto de diferentes concentraciones de los agentes sobre
el crecimiento de la cepa PO1A de Y. lipolytica se utilizé el método de dilucion en
serie; en este procedimiento se sembraron células de Y. lipolyica en placas de
YPD adicionadas con los diferentes agentes oxidantes y antioxidante en distintas

concentraciones.

Se probaron concentraciones entre 1 y 10 mM de H202 y se observé que la
concentracion 3 mM de H20:2 retrasé el crecimiento celular, la concentracion
5 mM tuvo un efecto inhibitorio agresivo limitando practicamente en su totalidad
el crecimiento de las células y que la concentracion 10 mM es letal para
Y. lipolytica (figura 7). Los resultados del método de dilucién en serie indican que
la concentracion 4.5 mM de H20:2 afecta el crecimiento celular de Y. lipolytica pero
permite que continde la duplicacién celular, lo que podria implicar mecanismos
de adaptacién que permiten la sobrevivencia de las células.
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Figura 7. Efecto del H202 sobre el crecimiento de Y. lipolytica. Se realizaron

diluciones en serie de células de la cepa PO1A a 28°C con agitacién a 200 rpm a la mitad de su fase
logaritmica (ODeoo 1.0) y fueron sembradas en placas adicionadas con H202 en concentraciones de 3
a 10 mM e incubadas a 28°C por 72 h. Las placas se fotografiaron cada 24 h.

Para preparar la solucion de menadiona se utilizé como diluyente etanol, asi
que éste se incluyé como control para determinar que su presencia no afectara
el crecimiento de las células. Considerando lo reportado en la literatura, las
concentraciones de menadiona probadas oscilaron entre 0.0025 y 0.2 mM (Wu,
et al., 2011). Los resultados obtenidos (figura 8) muestran que el etanol por si
mismo no afecta el crecimiento celular, que concentraciones desde 0.1 mM de
menadiona afectan de manera importante el crecimiento de la cepa y que la
menadiona inhibe casi por completo el crecimiento de Y. lipolytica a una
concentracion de 0.2 mM. En este trabajo, el efecto esperado de los agentes
oxidantes era la represion moderada del crecimiento celular y la concentracién

0.1 mM de menadiona produjo este resultado.
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Figura 8. Efecto de la menadiona en el crecimiento de Y. lipolytica. Se siguieron
las mismas condiciones experimentales descritas en la Figura 6, utilizando placas de YPD adicionadas
con concentraciones de 0.0025 a 0.2 mM de menadiona.

Se ha planteado que los agentes antioxidantes pueden contrarrestar los
efectos del estrés oxidativo, por ello en el presente trabajo el acido galico fue

usado como agente antioxidante.

Utilizando como base los medios de cultivo adicionados con una
concentracion 5 mM de H202 (la cual es capaz de ocasionar condiciones de
estrés oxidativo e inhibir de forma importante el crecimiento de la cepa PO1A de
Y. lipolytica) se probaron las concentraciones 2, 5y 10 mM de acido gélico para
determinar su posible efecto antioxidante, esperando que se inhibiera el efecto
ocasionado por el H20x.

Los resultados obtenidos (figura 9) indican que en células de Y. lipolytica
tratadas con 5 mM H202, el acido galico en una concentracion 2 mM no tiene
efecto sobre el crecimiento celular mientras que dosis mas elevadas (5y 10 mM)
muestran un efecto inhibitorio adicional, ademas, en ninguna de las
concentraciones probadas el 4cido gélico inhibié el efecto del H202.
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Figura 9. Efecto del acido galico en el crecimiento de células de Y. lipolytica

tratada con 5 mM de H20:2. Se realizaron diluciones en serie de células de PO1A en fase
logaritmica (ODeoo de 1.0) y fueron sembradas en placas adicionadas con 5 mM de H202 y con
concentraciones 2, 5y 10 mM de acido gdlico. Las placas fueron incubadas a 28°C por 72 h y se
fotografiaron cada 24 h.

En experimentos similares, para probar el efecto del acido gélico en células
sometidas a tratamiento con menadiona, se partié de una concentracién 0.15 mM
de menadiona y se probaron las concentraciones 2, 5y 10 mM de acido gélico
(Figura 10). Los resultados indican que una concentracién 2 mM de &cido galico
no retrasa el crecimiento celular, pero que en las placas con concentraciones 5y
10 mM el acido galico tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento de las células,

similar a lo observado en las células tratadas con H202 y &cido galico.
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Figura 10. Efecto del &cido galico en el crecimiento de células de Y. lipolytica

tratadas con 0.15 mM de menadiona. Se realizaron diluciones en serie de células de PO1A
en fase logaritmica (ODeoo de 1.0) y fueron sembradas en placas adicionadas con 0.15 mM de
menadiona y con concentraciones de 2, 5 y 10 mM de &cido galico. Las placas fueron incubadas a
28°C por 72 h y se fotografiaron cada 24 h.

Considerando que en los resultados obtenidos no se observa un potencial
efecto antioxidante del acido gélico, sino un aparente efecto inhibitorio en los
tratamientos combinados (H202+4cido gdlico, menadiona+acido galico), se
decidié probar el efecto de diferentes concentraciones de acido galico sobre el
crecimiento de Y. lipolytica. Se probaron concentraciones entre 2y 10 mM y los
resultados obtenidos muestran que el acido galico también tiene un efecto
inhibitorio del crecimiento de Y. lipolytica; este efecto es dependiente de la dosis
(figura 11). Es posible observar que la dosis 2 mM de acido galico no afecta el
crecimiento de las células y que el efecto inhibitorio comienza a apreciarse en
concentraciones de 4 mM y que este agente por si mismo es letal para las células

en una concentraciéon 10 mM.
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Figura 11. Efecto del &cido galico en el crecimiento de Y. lipolytica. Diluciones
seriadas (1:10°%) de células de la cepa PO1A de Y. lipolytica en placas de YPD adicionadas con acido
gélico en concentraciones de 2 a 10 mM e incubadas 28°C por 72 h.

7.2. Analisis de la expresion de genes

7.2.1. Identificacion in silico de secuencias de genes que codifican para
enzimas antioxidantes de Y. lipolytica y disefio de oligonucledtidos
especificos.

El analisis in silico permitié la identificacion de genes que presuntamente
participan en el sistema de defensa antioxidante de Y. lipolytica. Se identificaron
3 genes que presuntamente codifican para enzimas catalasas, 2 para superoxido
dismutasa y 1 para glutatiéon peroxidasa. En la tabla 6 se muestra la etiqueta
(clave de identificacion) de cada uno de estos genes en las bases de datos.

El gen que codifica para superdxido dismutasa en Y.lipolytica (SOD1) codifica
para una proteina homologa a CuSOD de S. cerevisiae, cuya actividad
representa del 90 al 99% del total de la actividad de las enzimas Sod de este
organismo y se localiza en el citoplasma. Las 3 catalasas analizadas (Cat1, Cat2,
Cat3) se localizan en el citoplasma; los genes CAT1y CAT2 tienen homologia
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con genes que codifican para catalasas de S. cerevisiae y el gen CAT3 presenta
homologia con el gen que codifica para esta enzima en Emericella nidulans. Solo
se encontrd una secuencia altamente homologa al gen que codifica para glutation

peroxidasa en S. cereviviae, cuya enzima se localiza en el citoplasma.

Se disenaron oligonucledétidos especificos para las regiones codificantes de
genes implicados en el sistema de defensa antioxidante de Y. lipolytica. Se
disenaron 3 pares de oligonucledtidos para catalasas, 2 para superoxido
dismutasa y uno para glutation peroxidasa; como gen constitutivo se consideré
utilizar el gen de actina (ACT) y también se diseid un par de oligonucleotidos

para este gen.

Tabla 6. Lista de los oligonucledétidos especificos disefiados para los genes
CAT1, CAT2, CAT3, SOD1, SOD2, GPXy ACT de Y.lipolytica.

Nombre Secuencia5> 3’ Gen nt pb Temp (°C)
CATI1F CCACCACCGTGCGATTTTCTACC YALIOE34265¢g 23 539 58.8
CAT1R CATGGTCTGAAGGGAAACGGTCC 23 58.8
CAT2F CCATGCAAAGGGAGGAGGAGCC YALIOE34749¢g 22 623 60.4
CAT2R CCGTCCACGAGGGGTAATCCC 21 60.2
CAT3F CAAGACCTTCACTCGATTCTCCACC YALIOF309879g 25 425 59.3
CAT3R CGTCATTGGTGAGGTTCTTGATGCC 25 59.3
SOD1F CACTGGAACTTCTGCTCCGTCCC YALIOF30877g 23 547 60.3
SOD1R CTGGACGTCCTTTCGCTCCTCC 22 60.4
SOD2F CTTCGAGGAGATTCCAAGGTCTCC YALIOE12133g 24 390 59.1
SOD2R CTTGAGAGAGTCGGCATGGCC 21 58.3
GPXF CCGCTTTCTACAACCTCGCTCC YALIOE02310g 22 411 58.6
GPXR CGACGTTACCGTGCTTATCAACC 23 57.1
ACTF CCACGGGCCAGCAAGCGAATCAATCC YALIOD08272g 26 580 64.3
ACTR GGTCATCTTCTCTCGGTTGGACTTGGG 27 52.8

nt.=NUmero de nucledtidos
pb=Pares de bases
Temp.=Temperatura de alineamiento
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Resultados

La especificidad de los oligonucle6tidos se corrobor6 realizando reacciones
de PCR sobre DNA gendmico de Y. lipolytica. En la figura 12 se puede observar
que el tamano del producto amplificado en cada una de las reacciones
corresponde al esperado para los diferentes pares de oligonucleétidos.

M ACT CAT 1 CAT2 CAT3 SOD2 soD GPX

pb
700

400

Figura 12. Productos de las reacciones de PCR sobre DNA gendmico

utilizando los oligonucleétidos disefiados para los diferentes genes. Electroforesis en
gel de agarosa al 2%, marcador HyperLadder IV.

7.2.2. Analisis por RT-PCR

Para analizar los cambios en la expresion de genes que codifican para las
enzimas antioxidantes de Y. lipolytica, en 3 experimentos independientes se pre
incubd una colonia de la cepa PO1A de Y. lipolyticay posteriormente en matraces
Erlenmeyer con 50 ml de medio de cultivo YPD se incubaron concentraciones
ajustadas de la cepa PO1A (OD=0.2) a 28°C, con agitacion a 200 rpm por 10 h,
posteriormente concentraciones pre establecidas de los agentes se adicionaron
de la siguiente manera: 4.5 mM de H202, 0.1 mM de menadiona, 2 mM de acido
galico, 4.5 mM de H202+2 mM de acido galico, 0.1 mM de menadiona+2 mM de
acido galico, las células se incubaron con los agentes por 1 hora y se procedi6 a
la extraccion de los acidos nucleicos (ver apartado 6.5).
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La concentracion del material genético obtenido de cada una de las muestras
fue ajustada (100 ng/ul) y el material genético fue tratado con la enzima DNasa,
posteriormente el RNA se ajusté a una concentracion similar para todas las
muestras (30 a 40 ng/ul) y se sometié a la accién de la enzima transcriptasa
reversa. Para las reacciones de PCR el producto de la reaccion con la enzima
transcriptasa se utilizd como templete y se usaron los oligonucleétidos
especificos disefiados sobre las secuencias de los genes que codifican para las
enzimas antioxidantes de Y. lipolytica.

La presencia de productos de PCR se comprobd por electroforesis en geles
de agarosa al 2%; posteriormente con el equipo de fotodocumentacién UVP se
visualizaron los geles y se capturaron las imagenes. A partir de las imagenes
capturadas se delimité cada banda y se obtuvieron los valores de densitometria
para cada una de ellas, para asi cuantificar relativamente los productos obtenidos
por RT-PCR. Los valores de densidad de los productos de RT-PCR de 3
experimentos independientes de cada gen fueron promediados y analizados con
el programa estadistico SPSS, utilizando la prueba estadistica ANOVA vy la
prueba LDS.

7.2.2.1 Analisis de la expresion de los genes SOD, CAT y GPX en células de
Y. lipolytica sometidas a tratamiento con agentes oxidantes

El efecto de los agentes oxidantes se analizé comparando los datos de
densitometria obtenidos de cada gen contra los del tratamiento control (YPD) con
los de las células que estuvieron bajo el efecto de H202 y menadiona.

Los resultados muestran que en el tratamiento con H202 se reduce la
expresion de los genes que codifican para enzimas antioxidantes, la disminucién
mas importante es la de la expresiéon del gen CAT2 (28.8%), seguido de SOD1
(28.5%) (figura 13-A); por otro lado en el tratamiento con menadiona se reduce
la expresion de los genes SOD1, GPXy CATT1 (7.3, 12, 23.5% respectivamente),
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mientras que se incrementa la expresion de CAT2 (16.1%) y de CAT3 (4.7%)
(figura 13-B).
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Figura 13. Expresidn de genes que codifican para enzimas antioxidantes de

Y. lipolytica bajo condiciones de estrés oxidativo. Cada columna representa el porcentaje
de expresién de los diferentes genes con respecto al tratamiento control (YPD). A) 4.5 mM de H202
B) 0.1 mM de menadiona. La linea cero representa la expresién de los genes en el grupo control, las
barras por debajo de cero indican represién y por encima, sobreexpresién de los genes.

7.2.2.2 Analisis de la expresion de los genes SOD, CAT y GPX en células de

Y. lipolytica sometidas tratamiento con acido galico

En el tratamiento con acido galico se observa un patron de expresién muy
similar al obtenido con H202, ya que se reduce la expresién de todos los genes
analizados (figura 14), los genes cuya expresion se encuentra mas disminuida
son CAT1y SOD1, con una reduccion del 41.7 y 37.5%, respectivamente. Los
genes GPXy CAT2 disminuyen su expresion 25.2 y 20.7%, respectivamente y el

gen que reduce menos su expresion es CAT3 (5.2%).
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Figura 14. Expresidon de genes que codifican para enzimas antioxidantes de

Y. lipolytica bajo tratamiento con 2 mM de acido gélico. Cada columna representa el
porcentaje de expresién de los diferentes genes con respecto al tratamiento control (YPD). Para una
descripcion mas detallada, ver leyenda de la figura 13.

En los tratamientos combinados H202+acido galico (GH) y menadiona+acido
galico (GM), los resultados indican que a excepcion del gen CATS3, la expresion
del resto de los genes se reduce.

En el tratamiento combinado GH (figura 15-A) se observa una disminucién del
43% aproximadamente en la expresion de los genes CAT1y CAT2; en SOD1y
GPX los cambios de expresidbn son menores (5 y 3% de disminucion,
respectivamente), mientras que la expresién del gen CAT3 se ve ligeramente
aumentada (5%).

Por otra parte, el tratamiento combinado GM (figura 15-B) induce una
respuesta diferente en los genes analizados. Bajo estas condiciones, los
porcentajes de disminucién de los genes SOD1, GPXy CATT1 tienen valores entre
20 y 25% con respecto al grupo control (YPD); la expresiéon del gen CAT2
disminuye 5% y la expresion de CAT3 incrementa un 10%.

Comparando los perfiles de expresidon en los tratamientos combinados GH
versus GM (figura 15) se observa que en este ultimo, el porcentaje de disminucion
de la expresion de SOD1 y GPX es mayor, mostrando valores de 25 y 20%,

mientras que el tratamiento GH muestra valores de 5 y 3%, respectivamente.
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En el tratamiento combinado GM, los porcentajes de disminucion de CATT1y
CAT2 son menores (25 y 5%) a los observados en la combinacién GH (43%).
Aunque en ambos tratamientos se observa un aumento en la expresion del gen
CAT3, la expresidbn de este gen el doble en el tratamiento con GM en

comparacién con el tratamiento con GH.
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Figura 15. Expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes de
Y. lipolytica bajo tratamientos combinados 4.5 mM de H202+2 mM de &cido galico

y 0.1 mM de menadiona+2 mM de acido galico. Cada columna representa el porcentaje
de expresién de los diferentes genes con respecto al tratamiento control (YPD). A) H20: +acido galico,
B) Menadiona+acido galico. Para una descripcion mas detallada, ver leyenda de la figura 13.

7.2.2.3 Analisis de la expresion de genes segun enzima antioxidante

Utilizando el mismo proceso de andlisis de los datos, también se comparé el
patrén de expresion de cada uno de los genes cuando las células fueron

sometidas a los diferentes tratamientos.

En todos los tratamientos, los genes SOD1, GPX y CAT1 comparados con el
tratamiento control (YPD) muestran una expresién disminuida. La expresion de
SOD1y GPX disminuye mas en el tratamiento con acido galico, incluso en GPX
son estadisticamente diferentes a los datos observados con otros tratamientos
(YPD y GH).
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Los niveles de expresion de SOD71 (figura 16-A) muestran valores de
inhibicion similares (entre 24 y 38%) en los tratamientos con H20z2, el tratamiento
combinado GM y con &cido galico, mientras que el gen GPX (figura 16-B) con el
tratamiento con acido gélico y con GM, los niveles de reduccion alcanzan el 20%,
H202 también disminuye la expresion de GPX, pero solo un 6% con respecto al

tratamiento control (YPD).
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Figura 16. Expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes SOD

y GPXde Y. lipolytica en relacion al tratamiento control YPD. Cada columna representa

el porcentaje de expresion de los genes en cada uno de los tratamiento utilizados (H=4.5 mM de Hz202,
GH=4.5 mM de H202+2 mM de acido galico, M=0.1 mM de menadiona, GM=0.1 mM de menadiona+
2 mM de acido gélico, G=2 mM de &cido galico) en relacién con el tratamiento control.

En el analisis de los genes que codifican para catalasas se puede observar
que la expresion de CATT (figura 17-A) en los tratamientos menadiona y GM fue
muy similar (23-25%) y fue menor en los tratamientos GH y acido gélico con una

disminucidn en la expresién de entre 41 y 43%, respectivamente.

Los resultados del gen CATZ2 (figura 17-B) muestran una sobreexpresion con
el tratamiento con menadiona (16%), mientras que en el resto de los tratamientos
la expresidn es menor que en el tratamiento con YPD, los tratamientos con H202
y GH presentan diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento con
menadiona (H202 p=0.040 y GH p=0.011) y son los tratamientos en los que mas
disminuye la expresion del gen (28 y 42%, respectivamente), seguidos por el
tratamiento con acido galico (20.7%) que segun los resultados obtenidos parece

afectar la expresion de genes en Y. lipolytica de forma similar al H202; finalmente
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el tratamiento combinado GM es en el que menos disminuye la expresion de
CAT2 (5%) probablemente por un efecto conjunto entre la menadiona y el acido

galico donde posiblemente el acido galico contrarreste el efecto de la menadiona.

Los valores porcentuales de expresion del gen CAT3 (figura 17-C) se
modificaron poco bajo los diferentes tratamientos, la expresion del gen disminuyd
con los tratamientos con H202 y acido galico un 7 y 5%, respectivamente y en el

resto de los tratamientos la expresion aumenté (4-10%).
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Figura 17. Expresién de genes que codifican para enzimas catalasas de

Y. lipolytica en relaciéon al tratamiento control YPD. Cada columna representa el
porcentaje de expresion de los genes en cada uno de los tratamiento utilizados (H= 4.5 mM de Hz0x,
GH=45 mM de H2:0242 mM de acido galico, M=0.1 mM de menadiona,
GM=0.1 mM de menadiona+2 mM de acido gdlico, G=2 mM de &cido galico) en relacién con el
tratamiento control.

En la figura 18 se muestran los valores promedio y el error estandar de los
niveles de expresion de los genes bajo los diferentes tratamientos, asi como
imagenes representativas de la electroforesis en geles de agarosa 2% de los

productos amplificados por RT-PCR de los diferentes genes analizados.

De manera general, los datos muestran que el tratamiento conjunto de GH
disminuye mas la expresion de los genes CAT1y CATZ2 (43%) que el tratamiento
con H202 (15 y 28 %) y que la expresion GPX'y SOD1 se reduce mas en el
tratamiento conjunto GM (20-25%) que en el tratamiento con menadiona (12 y
7%) lo que podria indicar un efecto complementario entre ambos agentes en los
tratamientos combinados. Los Unicos genes cuyos niveles de expresiéon son

estadisticamente diferentes con los diferentes tratamientos, son GPXy CATZ2; en
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Resultados

GPX hay diferencias entre el tratamiento con acido galico y el tratamiento control
(YPD) (p=0.029) y entre el tratamiento con acido galico y GH (p=0.048). En el
caso de CATZ2 el tratamiento con menadiona es estadisticamente diferente al
tratamiento con H202 (p=0.040) y al tratamiento GH (p=0.011), el gen CAT2 es el

que presenta mayor numero de cambios de expresidon con los diferentes
tratamientos.
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Figura 18. Comparacién de los niveles de expresién de los genes que
codifican las enzimas SOD1, GPX, CAT1, CAT2y CAT3 de Y. lipolytica bajo

diferentes tratamientos con agentes oxidantes y antioxidantes. Cada columna
representa el promedio de expresién y error estdndar de cada gen bajo los diferente tratamientos
(Y=YPD, H=4.5 mM de H202, GH=4.5 mM de H202+2 mM de acido galico, M=0.1 mM de menadiona,
GM=0.1 mM de menadiona+2 mM de acido galico, G=2 mM de acido gélico), en la parte superior de
cada grafica se muestra una imagen representativa de los productos amplificados por RT-PCR. En
donde la expresion de GPX con el tratamiento con acido galico es estadisticamente diferente al
tratamiento con YPD * p=0.029 y a H202+4cido gélico **p=0.048 y la expresion de CATZ2 es diferente
en el tratamiento con H202 #p=0.040 y con el tratamiento con H202+acido gdlico ## p=0.011 con
respecto al tratamiento con menadiona.
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7.2.2.4 Analisis de la expresion del gen de actina de Y. lipolytica.

En el disefo de este trabajo se planteé la utilizacién del gen de actina (ACT)
como gen constitutivo para la comparacién del patrdn de expresion de los
diferentes genes; el gen de actina ha sido ampliamente utilizado en diferentes

organismos como parametro de normalidad en la expresion de genes y proteinas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que existen variaciones en
la expresion del gen que codifica para actina cuando Y. lipolytica es sometida a
diferentes agentes. En la figura 19 se muestra la comparacion de los niveles de
expresion del gen ACT obtenidos en presencia de agentes oxidantes,
antioxidantes y la combinacién de éstos, se puede observar los valores de
expresion obtenidos en los diferentes de los genes bajo distintos tratamientos y
el error estandar de cada uno de ellos, en la parte superior se muestra una
imagen representativa de la electroforesis en geles de agarosa 2% de los
productos amplificados por RT-PRC, en la banda que corresponde al tratamiento
con &cido galico se observa menos densidad que en el resto de las bandas que
representan los productos amplificados con el resto de los tratamientos, esta

variacion se reprodujo en la serie de experimentos realizados.

Expresion de genes (UA)

BY BHODNMNOMEBEG6

Figura 19. Comparacion de los niveles de expresion del gen que codifica para

actina en Y. lipolytica bajo tratamiento con agentes oxidantes y antioxidantes.
Cada columna representa el promedio de expresion y error estandar del gen de actina con los
siguientes tratamientos: (Y=YPD, H=4.5 mM deH:02, GH=4.5 mM de H202+2 mM de &cido galico,
M=0.1 mM de menadiona, GM=0.1 mM de menadiona+2 mM de &cido gélico, G=2 mM de &cido gélico),
en la parte superior de cada grafica se muestra una imagen representativa de los productos
amplificados por RT-PCR.
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También se compararon los niveles de expresion del gen ACT bajo los
diferentes tratamientos con el tratamiento control (YPD), en la figura 20 se
muestra el patrén de expresion del gen de ACT con los diferentes tratamientos
utilizados y se puede observar que en todos los tratamientos hubo menor
expresion de éste en relacion con la expresion obtenida en células incubadas en
medio YPD; con el tratamiento con H20:2 existe una reduccién de la expresion del
14% y en el tratamiento con menadiona y los tratamientos combinados GH y GM
la expresién se reduce entre el 23 y 30%; la expresién del gen ACT con el
tratamiento con &cido galico se reduce un 48% y al comparar los niveles de
expresion de éste tratamiento con el tratamiento control existen diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.01).
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Figura 20. Expresion del gen de actina de Y. lipolytica en relacién al

tratamiento control YPD. Cada columna representa el porcentaje de expresion en cada uno
de los tratamiento utilizados (H=4.5 mM de H202, GH=4.5 mM de H202+2 mM de acido galico,
M=0.1 mM de menadiona, GM=0.1 mM de menadiona+2 mM de &cido galico, G=2 mM acido
galico) en relacién con el tratamiento control. La expresion de ACT con el tratamiento con acido
gélico es estadisticamente diferente al tratamiento con YPD * p= <0.01.

En levaduras se ha descrito que pueden existir cambios en los niveles de
expresion de genes que no sufren alteracion en otros modelos experimentales.
La actina del citoesqueleto de las levaduras es un blanco importante de ROS,
cuando hay dano en la secuencia ASC1 se produce un hiperensamblado en los
filamentos de actina que tiene como consecuencia defectos morfolégicos e
incremento en la sensibilidad de la actina al estrés oxidativo (Farrugia, Balzan,
2012).
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La disminucion de la dinamica de la actina y la desestabilizacion del
citoesqueleto es inducida por proteinas Slaip y End3p que provocan
acumulacién de ROS y muerte celular por activacion de la via Ras/cAMP quinasa
(Farrugia, Balzan, 2012).

Debido a los cambios en los niveles de expresién de actina obtenidos bajo los
diferentes tratamientos y los datos inconsistentes sobre la susceptibilidad de la
actina a ROS, en este trabajo se determind utilizar como parametro de
normalidad el tratamiento control que fue en el que las células se encontraron en

medio de cultivo YPD que es el medio utilizado para el crecimiento de Y. lipolytica.

Con respecto a la normalizacion de datos de densitometria en el anélisis de
expresion de genes Nalilis et al., (2006), han propuesto la utilizaciéon de varios
genes constitutivos en C. albicans; para esta levadura ellos sugieren utilizar los
genes ACT1, PMA1, RIP, RPP2By LSC2.
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8. DISCUSION

8.1. Estrés oxidativo

Como producto del metabolismo normal de la célula se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS) como superoxido, peroxilo, peréxido de hidrogeno,
oxigeno singlete, entre otros. Bajo condiciones fisioldgicas estas ROS participan
en la regulacion de la sefalizacion y comunicacion celular, asi como de la
expresion genética; sin embargo, cuando existe un desequilibrio entre la
produccién y degradacion de ROS se produce un fendbmeno conocido como

estrés oxidativo (Scandalios, 2005).

El estrés oxidativo puede causar dafno en compuestos celulares e incluso
detener la progresion del ciclo y de la divisién de la célula ocasionando la muerte
celular (Papadakis, 2014; Scandalios, 2005).

En organismos superiores, en la escala evolutiva, el estrés oxidativo se ha
asociado a fendmenos como el envejecimiento y su presencia se ha involucrado
en el desarrollo de patologias como enfermedad de Parkinson, cancer, obesidad,
enfermedades cardiovasculares y diabetes (Pitocco et al., 2010).

Para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo, los organismos han
desarrollado mecanismos de defensa antioxidante entre los que se encuentra la
modulacién de la expresion de genes que participan en diferentes vias
relacionadas con la supervivencia de la célula. En la levadura Y. lipolytica se ha
descrito el efecto de diferentes factores que ocasionan estrés oxidativo (pH,
H202, presion de aire, temperatura, etc.) y se ha observado que tal efecto tiene
una repercusion en la actividad de las enzimas del sistema de defensa
antioxidante como Cat, Sod y Gpx, entre otros (Lopes et al., 2013; Arinbasarova,
2015; Biryukova, 2007), pero se desconoce cudl es el efecto de que estos
agentes tienen sobre la regulacion de los genes que codifican para tales enzimas.
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8.2 Agentes oxidantes y antioxidantes

La concentracion de los agentes oxidantes juega un papel clave en la
respuesta celular que producen. En este trabajo se utilizaron 2 agentes que
causan estrés oxidativo: H202 y menadiona; estos agentes tienen diferentes
formas de actuar y por ende la célula responde de forma diferente ante cada uno

de ellos.

Por el método de dilucién en serie se observd que la concentracién 4.5 mM
de H20:2 retrasé el crecimiento de las células, este mismo efecto se obtuvo con
la menadiona en una concentracién de 0.1 mM; mientras que concentraciones
mayores de H202 y menadiona inhibieron casi por completo el crecimiento

celular.

En estudios con S. cerevisiae y Candida oleophila se han utilizado
concentraciones similares de H202 y menadiona para inducir condiciones de
estrés oxidativo (Wu et al., 2011; Liu et al., 2012; Sa et al. 2013).

Arinbasarova et al., (2015), observaron que en células de Y. lipolytica en fase
de crecimiento exponencial una concentracion de 50 mM de H202 mostraba
efectos letales y que 0.5 mM de menadiona también era letal ya que la tasa de
supervivencia de la células tras los tratamientos, fue menor al 1%. Anteriormente
Biryukova et al., (2007) utilizaron como tratamiento no letal 60 min de exposicidén
a los agentes en concentraciones 0.5 mM de H202 y 0.05 mM de menadiona en
Y. lipolytica. Por otro lado, Kavitha y Chandra (2014), demuestran que en la
levadura Ashbya gossypii concentraciones de 10 mM y 25 mM de H202 no
detienen el crecimiento celular, pero observan que el crecimiento disminuye con
la concentracion 10 mM del agente, en este trabajo la concentracion de
menadiona que se consider6 adecuada para utilizar fue 0.0025 mM.

Los resultados obtenidos sugieren que las células de Y. lipolytica al someterse
a concentraciones 4.5 mM de H202 y 0.1 mM de menadiona se encuentran
desarrollando mecanismos de defensa y adaptacion a las condiciones de estrés
oxidativo producidas.

52



Con la intencion de contrarrestar los efectos causados por los agentes
oxidantes (H202 y menadiona), se utilizdé al &cido galico como potencial agente
antioxidante. Contrario a lo esperado, los resultados indican que el acido galico
produce un efecto similar al H2O2 y se comporta de manera dependiente de la
dosis; la concentracion 2 mM no afecta el crecimiento de la célula, sin embargo

la concentracion 10 mM es letal para Y. lipolytica.

En el trabajo realizado por Wu et al. (2011) en células de S. cerevisiae se
observa que el H202 y la menadiona en concentraciones de 4 mM y 0.1 mM
respectivamente, detienen el crecimiento celular y que el acido galico en

concentracion 2 mM contrarresta el arresto celular ocasionado por estos agentes.

En modelos murinos la dosis 0.8 a 0.05 ug/ml de acido galico se considera
terapéutica. Sin embargo en células de glioblastoma, el efecto de este agente es
dependiente de la dosis ya que al evaluar el efecto de concentraciones de 50 a
100 g/ml hubo una disminucién de la supervivencia celular de 12 y 45%
respectivamente (Paolini et al. 2015). De las misma manera en fibroblastos de
pulmén se ha demostrado que el acido galico puede inducir apoptosis en una
forma dependiente del tiempo y de la dosis a través de mecanismos que asocian
a la via de senalizacién JNK dependiente de p53, la disfuncién mitocondrial y el
incremento de Ca?* (Chiu-Yuan et al., 2013). En el caso de estos 2 Ultimos
mecanismos, el acido galico no solo provoca una pérdida del potencial de
membrana mitocondrial sino que también ocasiona la liberacion del citocromo ¢
al citosol lo que ocasiona la activacion de las denominadas enzimas caspasas;
en este proceso se han involucrado especificamente a las caspasas 3 y 9 que
conducen a muerte celular (Russell et al., 2012). El 4cido galico puede tener
efectos antioxidantes o prooxidantes dependiendo de la dosis en la que se
encuentre, sus efectos como molécula favorecedora de la oxidacion pueden

relacionarse incluso con la muerte celular.
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8.3. Genes de respuesta antioxidante en Y. lipolytica

Las levaduras tienen genes de respuesta antioxidante similares a los genes
involucrados en dicha respuesta en organismos superiores. En el genoma de
Y. lipolytica se identificaron secuencias de genes que presuntamente codifican
para las enzimas antioxidantes Sod, Cat y Gpx.

Las células de la cepa PO1A de Y. lipolytica fueron tratadas con agentes
oxidantes (H202, menadiona), con &cido galico como presunto agente
antioxidante y con tratamientos combinados de ambos agentes en las

concentraciones previamente establecidas.

Los resultados muestran que la expresion de todos los genes analizados se
reduce en el tratamiento con H20z2; la mayor disminucidn se observa en los genes
CAT2y SOD1 con una reduccién del 28% respecto al tratamiento control (células
incubadas en medio YPD). De igual forma, se observd que la menadiona redujo
la expresion de SOD1, GPXy CATT1 entre un 7 a 23.5% pero a diferencia de lo
observado en el tratamiento con H202, en el tratamiento con menadiona la

expresion de CAT2y CAT3 se increment6 un 16% y 4% respectivamente.

La disminucion en los niveles de expresion de los genes CAT2 y SOD por
efecto del H202 es congruente con lo reportado Bayliak et al., (2014) quienes
trataron células de S. cerevisiae con 10 mM de H202 y observaron una
disminucion del 50 y 70% en la actividad de las enzimas Sod y Cat,
respectivamente. Sin embargo, Arinbasarova et al., (2015) utilizando tratamientos
con 0.5 mM de H202 y 0.05 mM de menadiona por 60 min sobre células de
Y. lipolytica, observaron que en respuesta al tratamiento con H202 hubo un
incremento en la actividad de Cat (93.0+£0.5 H202/ 28.0£1.3 control), mientras
que la actividad de Sod es similar a la obtenida en el grupo control (6.5+0.7 H202
/ 4.2140.45 control). En el tratamiento con menadiona, la actividad de ambas
enzimas aumento de 4 a 6 veces, con respecto al grupo control; la actividad de
Cat fue de 120.0+1.6 versus 28.0+1.3 del tratamiento control y la actividad de
Sod fue de 21.6+2.3 versus 4.2+0.45 del tratamiento control. Resultados

similares concernientes a la suplementacion exégena de H202 y menadiona y al
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efecto que ocasionan al incrementar la actividad de Cat, Sod y Gpx han sido
reportados en otras especies como S. cerevisiae, S. pombe y A. niger (Lee et
al., 1995; Kreiner Harvey y McNeil, 2002).

En un estudio mas reciente Kavitha y Chandra, (2014) reportan que cuando
las células de A. gossypii se sometieron a 25 mM de H202 y 0.0025 mM de
menadiona la actividad (U/mg de proteina) de las enzimas Cat y Sod se
incrementd después de 2 y 3 dias de tratamiento con los agentes oxidantes. El
efecto del H202 predominé sobre la actividad de Cat (428+£28.8 H202 / 294+13.6
control); mientras que el efecto de la menadiona afecta mas la actividad de Sod
(62+0.6 menadiona / 3.5+0.15 control), la actividad de Gpx también incremento
con ambos tratamientos al 3 dia pero el efecto mas drastico se obtuvo con H202
(6.8+1.1 control, 27.2+2.1 H202y 11.7£0.1 menadiona). Ademas, la expresion de
los genes SOD1 y CTT1 (que codifica para una catalasa peroxisomal) de
A. gossypii también aumentaron en respuesta al tratamiento con los agentes
oxidantes en los dias 2 y 3 mostrando la misma tendencia: la expresion de CTT1
bajo tratamiento con H202 fue de 1.031£0.03 versus 0.50+0.03 del tratamiento
control y la expresion de SOD1 bajo tratamiento con menadiona fue de 0.50+0.0
versus 0.20+0.0 del tratamiento control. Los resultados sugieren un efecto
diferencial entre ambos agentes oxidantes, posiblemente el efecto del H20:2 es
mayor sobre Cat y el efecto de la menadiona predomina sobre Sod.

Cuando células de Y. lipolytica se sometieron al efecto del acido galico se
observoé un perfil de expresion parecido al obtenido con el tratamiento con Hz20z,
la reduccion mas acentuada se observa en la expresion de los genes CAT1y
SOD1; sin embargo, en los tratamientos combinados GH y GM la expresién de

CAT3incrementd y la del resto de los genes se redujo.

En estudios realizados con células de leucemia promielocitica (HL-60RG) se
ha sugerido que posiblemente exista un flujo del H202 extracelular hacia dentro
de la célula tras el tratamiento con &cido galico, lo que resulta en incremento del
H20: intracelular, mismo que se ha relacionado con la capacidad del &cido galico
de inducir apoptosis (Inoue et al., 2000). Ademds, se ha sugerido que dosis
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elevadas de acido galico podrian incrementan los niveles de miR-17 y reducir la
actividad antioxidante mitocondrial asi como incrementar los niveles de miR-421
y con esto disminuir la capacidad de reparacidon de dano celular (Paolini et al.
2015).

Es posible que concentraciones 2 mM de &cido gélico no afecten el
crecimiento y morfologia de Y. lipolytica pero que tengan efectos oxidantes que
induzcan cambios en la expresidn de genes en respuesta al estrés oxidativo, por
lo que seria interesante probar si en células pre condicionadas con acido galico
se contrarresta la respuesta ocasionada con H202 y menadiona y si tratamientos
combinados de agentes antioxidantes modifican el patron de expresion de los

genes analizados.

Los niveles de expresion de los genes SOD1, GPXy CAT1 de Y. lipolytica
disminuyeron con respeto al tratamiento control (YPD) en todos los tratamientos

utilizados.

Los diferentes cambios en los niveles de expresién de los 3 genes CAT se
puede explicar en la base de que tanto en Y. lipolytica como en S. cerevisiae se
ha demostrado que los genes paralogos son diferencialmente regulados (Mentel
et al., 2005). Desafortunadamente, debido a cuestiones técnicas no se pudo
determinar la expresion del gen SOD2y solo se determiné la expresiéon de SOD1.

En células de S. cerevisiae se ha demostrado que 0.5 mM de menadiona por
60 min incrementa la actividad de CuZn Sod (S& et al. 2013) y Lopes et al. (2009)
demostraron que en Y. lipolytica la actividad de Sod se incrementa bajo
tratamiento con H202, menadiona y juglone, pero este mismo grupo en 2013
describe que la falta de inducciéon de Sod después del tratamiento con agentes
oxidantes podria asociarse a la represion de esta enzima por peroxidasas, lo que
revela la incapacidad de la célula a adaptarse a condiciones de estrés oxidativo.
De la misma manera Thorpe et al., (2013) proponen que dependiendo de las
condiciones in vivo la actividad de Sod puede aumentar o disminuir el dafo

ocasionado por ROS y que la sobreexpresion de SOD ha mostrado extender la
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duracién de la vida celular pero reducir el tiempo de replicacion de células de S.

cerevisiae.

En células de P. involutus tratadas con 50 uM de cadmio la actividad de Sod
fue estimulada a las 3 h, inhibida tras 6 h de tratamiento y nuevamente estimulada
después de 24 h, lo que sugiere que el tiempo de exposicidén al agente oxidante
podria jugar un papel crucial en la respuesta de esta enzima (Ott et al., 2002).
Por otro lado, en S. pombe se han observado cambios rapidos en los niveles de
MRNA y de proteinas en respuesta a otro tipo de estrés producido por calor
formando un pico inicial a los 15 min y un ultimo pico a los 60 min (Lackner et al.,
2012). En el presente trabajo, el tiempo de exposicion de las células a los
diferentes agentes (solos y combinados) fue de 60 min y aunque Lopes et al.,
(2009) describen un incremento en la actividad de la enzima Sod después de
60 min de tratamiento, es importante considerar la variabilidad de la respuesta
celular en la expresion de genes, con respecto al tiempo de exposicidén a los
agentes oxidantes y antioxidantes.

En términos generales los niveles de expresion del gen CAT2 muestran mayor
numero de cambios con los tratamientos utilizados. En el tratamiento con
menadiona la expresidén del gen CAT2 se incrementa mientras que con el resto
de los tratamientos disminuye, en comparacién con el tratamiento control; el
tratamiento combinado GM es en el que menos disminuye la expresion de CAT2
posiblemente por un efecto compensatorio en donde el &cido gélico podria

contrarrestar los efectos de la menadiona.

Otro aspecto a considerar es que en este trabajo, para el analisis de la
expresion de genes, las células fueron incubadas en medio YPD, sin embargo
Lopes et al. (2013) describen que al tratar células de Y. lipolytica con 50 mM de
H20:2 por 3 h, observan un incremento de Sod y Cat, en donde la respuesta fue
mayor en células incubadas en PBS en comparacion con aquellas incubadas en
medio YPD. En estudios con levaduras se ha sugerido que es necesario que el
H202 sobrepase la capacidad de desintoxicacion del GSH, para que se induzca
un respuesta de Cat (Ott et al., 2002). Ademas Liu J, et al. (2012) utilizando
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2°, 7”7 diclorodihidrofluoresceina diacetato (como indicador de la presencia de
ROS intracelular) en células de Candida oleophila tratadas con 50 mM de H20:2
por 20, 40 y 60 min, demostraron que dosis de los agentes condicionantes de
estrés oxidativo menores a las letales, no incrementan la acumulacion de ROS
en las células, por lo que seria importante comprobar si las condiciones utilizadas
en este trabajo para inducir estrés oxidativo en Y. lipolytica utilizadas son capaces
de aumentar los niveles de ROS a nivel intracelular.

Lopes et al., (2013) expusieron células de Y. lipolyticay de P. pastoris a estrés
inducido por paraquat, calor y H202 y observaron que en Y. lipolytica la enzima
mas activa fue la catalasa seguida de superéxido dismutasa; en los experimentos
realizados por este grupo se encontrd6 que la actividad de las catalasas
incrementa cuando las células se someten a tratamiento con H202 y refieren
resultados similares en células de P. pastoris, C. albicans, A. niger y S.

cerevisiae.

En S. cerevisiae la respuesta al estrés oxidativo parece centrarse en la
alteracién de los niveles de glutation y en la actividad de catalasa (Ctt1), aunque
también se ha observado un incremento en la actividad de CuZn Sod cuando se
adiciona propoleo como agente antioxidante a células sometidas a tratamiento
con 0.5 mM de menadiona y 2 mM de H202 por 60 min (Sa et al., 2012), lo que
demuestra que la respuesta en los mecanismos de defensa antioxidante a

condiciones de estrés oxidativo es diferente en cada levadura.

La respuesta al estrés oxidativo involucra diferentes mecanismos vy
secuencias de DNA como genes blanco, algunos de ellos involucrados en la
reparacion y replicacién del DNA, en ciclo y divisidn celular, en la biosintesis de
la pared y en la integridad de la membrana celular (Sha et al., 2013), por lo que
es necesario dilucidar hacia qué vias se inclina la modulacion de la expresion de
genes de manera global y qué genes son los que requieren una regulacién mas

precisa.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo significan un acercamiento
para comprender los mecanismo de la respuesta celular antioxidante de
Y. lipolytica a nivel de expresion de los genes implicados en dicha respuesta y
aunque difieren de los efectos descritos por los agentes utilizados, es necesario
considerar que los reportes al respecto se centran en la actividad de las enzimas.
Con las condiciones probadas, es dificil deducir si los resultados demuestran el
inicio de la respuesta a los diferentes agentes, si la célula se encuentra en un
estado de adaptacion o si la respuesta ha finalizado, por lo que resulta interesante
saber como cambia el patron de expresidon de las enzimas antioxidantes a
diferentes tiempos. Cabe sefalar que las células utilizadas se encontraban en
fase de crecimiento logaritmico y seria importante conocer de qué forma
responde la célula al estrés oxidativo en distintas fases de crecimiento.

Por ultimo, se debe tener en cuenta que es posible que la expresion de genes
difiera de la sintesis de proteinas y aun mas de la actividad de éstas, conocer la
forma en la que actuan las enzimas antioxidantes es fundamental para

comprender como se comporta Y. lipolytica bajo condiciones de estrés oxidativo.
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9. CONCLUSIONES

En el genoma de Y. lipolytica se identificaron secuencias que presuntamente

codifican para enzimas superéxido dismutasa, catalasa y glutatiéon peroxidasa.

La expresibn de genes que codifican para enzimas antioxidantes de
Y. lipolytica cambia dependiendo de las condiciones de estrés oxidativo al que se
someta a las células. Los agentes oxidantes H202 y menadiona provocan una
respuesta diferente en las células de Y. lipolytica, y el acido galico tiene efectos
dependientes de la dosis.

En general, los tratamientos con H202 y acido galico producen un patrén de
expresion similar ya que en ambos se reduce la expresion de todos los genes
analizados. La expresién de los genes SOD1, GPX y CAT1 disminuye con todos
los tratamientos utilizados, mientras que la expresidén del gen CAT3 incrementa
en los tratamientos combinados GH y GM y en el tratamiento con menadiona. La
expresion del gen CAT2 se ve incrementada en el tratamiento con menadiona
pero se reduce en el resto de los tratamientos, la disminucion mas acentuada en
la expresion de este gen se observa en los tratamientos con H202 y el tratamiento
combinado GH.
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