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RESUMEN
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Al SOBRE LA PROLIFERACION DE 1OS$
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PROTEINAS DE MAITRIZ PEROXISOMAL A
TIEMPOS DE EXPOSICION BREVES EN
Candida boidinii.

NOmeto de Pdaginas: 117
Candldato para el Grado de Doctor
en Cienclas con Especialidad en Morfologia

Area de estudio: Morfologia

Propédsito y Método de Estudio: Previamente se ha demostrado que la Peroxisomicing
Al [PA1), una toxina dislada de las plantas del género Karwinskia, causa ruptura de g
membrana peroxisomal en levaduras metilotréficas. El objetive general de este trabajo
fue anadlizar el efecto de la PA1 a una concentracién no letal de 2 ug/mL sobre la
proliferacién de los peroxisomas y el importe de proteinas de matriz peroxisomal a
tiempos de exposicién breves en Candida boidinii. Para esto se redlizaron cultivos de
C. boidinii en presencia y ausencia de PAl. A partir de estos cullivos se determind el
tiempo de generacién de la levadura, se evalué su ullraestructura, la presencia vy
localizacién de las enzimas de matriz peroxisomal y la actividad de la alcohol oxidasa
en las fracciones celulares aisladas de estq levadura.

Conclusiones y Contribuciones; La PA1 a una dosis no letal no afecta la proliferacién
peroxisomal en las generaciones andlizadas de C. boidinif no expuestas a PA1 pero
provenientes de un cullivo inicial expuesto a este compuesto. Sin embargo, estas
células presentan dafic peroxisomal. La PA1 a la concentracidon ulilizada causa
degradacién peroxisomal tanto en células de C. boidinii directamente expuestas a este
compuesto, como en las generaciones provenientes de estas células. La PAl a la
conceniracion ufiizada no afecta el imporie de proteinas de matriz peroxisomal a
tiempos de exposicion breves de C. boidinii a este compuesto. Los resulfados de este
trabajo contribuyen al aumento del conocimiento sobre el mecanismo de accidén de
PAT.
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CAPITULO UNO

INTRODUCCION

1.1 El género Karwinskia y sus compuestos téxicos.

E! género Karwinskia pertenece a la familiac Rhamnaceae. Estd
constituido bdsicamente por arbustos y arboles pequeios, los cuales
se encueniran tanto en zonas tropicales como en Greas desérticas.
Este género incluye cerca de 15 especies que se han encontrado
desde Texas, E.U.A. hasta Colombia {1, 2). La especie mdas comuin en
Meéxico es Karwinskia humboldtiana, cuyo fruto produce cuando se

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

Dreyer y cols. qislaron y caracterizaron de las semillas de 1os frutos de
esta planta cuatro antracenonas diméricas responsables de sus
propiedades téxicas, las cuales, de acuerdo a su peso molecular,
fueron denominadas T496, T514, 1516 y T1544. Estas toxinas son

compuestos quimicos cuya estructura consiste de dos mondémeros,



cada uvno constituido por tfres anillos bencénicos fusionados

{antraceno), con un grupo cetdnico como sustituyente (4).

1.2 Actividad bioldgica de los compuestos téxicos de Karwinskia.

Desde el afio de 198, en el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn, se inicid una linea de investigacién con el propésito
de estudiar la actividad biolégica de los compuestos
antracendnicos aislados de las plantas del género Karwinskio.
Inicialmente, el método de extraccion de las toxinas a partir del
fruto, descrito por Dreyer y cols., fue simplificado y optimizado por

Guetrrero y cols. (5).

Waskman y cols. redlizaron un andlisis quimico y toxicoldgico de
algunas especies del género Karwinskia. Los resultados de estos
estudios demostraron que todas las plantas analizadas son tdxicas y
su toxicidad recuerda cuadlitativamente a la intoxicacion aguda con

K. humboldtiana, aunque hay diferencias cuantitativas. Todas las



especies andlizadas se caraclerizaron por la presencia de
compuestos anlracendnicos, los cuales son las sustancias

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

Bermudez y cols. demostraron que la T544 es responsable del efecto
neuroldgico observado en la intoxicacidén, mientras que la T514
causa daiio severo al pulmdn, rindn e higado, induciendo en este
Oltimo depdsitos intracelulares de grasa y necrosis. La T496
solamente produce diarrea cuando se administra oralmente a

animales (3).

Después de estos estudios, en los cuadles se demostré la
hepatotoxicidad de las toxinas in vivo, Garza y cols. evaluaron y
compararon la citotoxicidad in vilro en cultivos primarios de
hepatocitos de rata y queratinocitos. Respecto a la T514 los
resultados coincidieron con lo observado in vivo, demosirdndose
ademdas que la 1514 causa mayor toxicidad hepdtica que la 1544 in

vitro (7).



Pifeyro y cols. demostraron por primera vez que la T514 exhibe
toxicidad selectiva sobre lineas celulares de origen neopldsico, por
0 que propusieron el uvso de esta toxina como agente
antineopldsico {8}. Debido a lo anterior, se solicitd una patente para
su uso, la cual fue otorgada primero por la Comunidad Econdmica
Europea (9) y recientemente por los Estados Unidos de Norteamérica

(10) y Jopdn {11).

Debido a que el mecanismo de accién de la toxicidad selectiva de
la T514 aun se desconoce, en los ultimos anos se han llevado a cabo
diversos estudios bioquimicos y morfoldgicos con el propdsito de
obtener infomacidn acerca del mismo. Estudios morfoldgicos
realizados por Sepulveda y cols., demostraron que uno de los
efectos observados durante la intoxicacidon experimental con 1514
en monos y ratas es una marcada disminuciéon en el nUmero de
peroxisomas presentes en hepatocitos (12). Estos resultados

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



1.3 Peroxisomas.

1.3.1 Generalidades.

Los peroxisomas son organelos presentes en todas las células
euvcaridticas. Se caracterizan por tener una morfologia
relativamente simple. Contienen una matriz proteinica rodeada por
una sola membrana. Llevan a cabo diversas funciones metabdlicas
dependiendo del tipo celular. Entre las reacciones enzimaticas que
se llevan a cabo en los peroxisomas se encuentra el metabolismo
del peroxido de hidrégeno (H202), el cual es degradado por la
catalasa, considerada como una enzima marcadora peroxisomal

(13}

La importancia del peroxisoma para el humano fue demostrada a
principios de los afos 70, cuando se describid por primera vez un
nuevo grupo de enfermedades hereditarias de tipo neuroldgico de
prondstico letal, las cuales se caracterizan por una funcidén

peroxisomal deficiente, debido en algunos casos a la ausencia o



disminucidn del organelo mismo y en otros casos debido a la funcidn
deficiente de una o varias enzimas peroxisomales. A estos trastornos
hereditarios se les ha llamado “"Enfermedades peroxisomales” y entre
ellas se incluyen el sindrome de Zelweger y la Adrenoleucodistrofia

(14).

1.3.2 Biogénesis peroxisomal.

El primer modelo de biogénesis peroxisomal establecia que dichos
organelos se originaban mediante gemacidon del reticulo
endopldsmico {15). Posteriormente, Lazarow y Fujiki después de
extensos estudios, establecieron que las proteinas de membrana y
de matriz del peroxisoma se sintetizan en los polimibosomas libres y
son integradas postraduccionalmente a los  peroxisomas
preexistentes, los cuales crecen y por fisibn foman nuevos

peroxisomas (16).

El modelo actual que describe la biogénesis de los peroxisomas,

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



que algunas proteinas peroxisomales, principalmente de membrana
(peroxinas), son transportadas al peroxisoma a través de vesiculas
originadas del reticulo endopldsmico. Otras proteinas de membrana
y las de la matriz se importan postraduccionalmente al peroxisoma,
o bien incorpordndose en las vesiculas provenientes del reticulo
endopldsmico. El Ultimo paso de este modelo integrado consiste en
que los peroxisomas se originan de organelos preexistentes, tal como
se propuso en el modelo de crecimiento y divisidn de Lozarow y Fujiki
(Fig. 1}. La existencia de una via mediada por vesiculas del reticulo
endopldsmico a los peroxisomas, abre la posibiidad de que estos

organelos puedan asimismo originarse de novo (17).

1.3.3 Proliferacién peroxisomal.

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

proliferacion de los peroxisomas en C. boidinii.

La mayoria de las células de C. boidinii cullivadas en glucosa

poseen de 2 a 5 peroxisomas, redondos o imegulares, de 0.1 a 0.2 um



Citosol

Nicleo Peroxinas

:; tempranas
Reticulo
endopldsmico 5 r—/ /

N b proteinas

‘ 0*——/ : integrales de

membrana

' Proteinas
Peroxisomas ‘ y de matriz

Figura 1. Modelo integrado de la biogénesis peroxisomal.
Ademds de las rutas de transporte del citosol a los peroxisomas
de proteinas de membrana (2) y matriz (3) peroxisomales, una
subclase de proteinas de membrana peroxisomal podrian ser
dirigidas a los peroxisomas a través del reticulo endoplasmico
(1). El transporte anterogrado mediado por vesiculas de
“peroxinas tempranas” del reticulo endopldsmico a los
peroxisomas (a) y el transporte retrogrado mediado por
vesiculas de los peroxisomas al reticulo endopldsmico (b),
podrian ser caracteristicas nuevas de la biogénesis peroxisomal
que habria que agregar al modelo original de crecimiento y
division. (Kunau, W-H. and Erdmann, R. 1998. Curr Biol. 8:R299-
R302).




de didmetro, los cuales carecen de inclusiones cristalinas y se
encuentran distribuidos al azar en la célula. Existe sélo el 0.5% del
total de la proteina de membrana peroxisomal PMP47 que se

encuentra en células cultivadas en metanol,

Cuando estas levaduras son cultivadas en medios conteniendo
metanol como Unica fuente de carbono, se induce la sintesis de
PMP47, existe alargamiento y gemacién de uno de los pocos
peroxisomas pequenos existentes al inicio, y no hay induccién de las
proteinas de matriz alcohol oxidasa {AOX), dihidroxiacetona sintasa

(DHAS) o la proteina de membrana peroxisomal PMP20.

A las 2.5 horas de inducciéon con metanol se inicia la proliferacion
del organelo. El nOmero de peroxisomas se incrementa y aumenta la
concentracién de PMP47. En el periodo de proliferaciéon tardia se

inducen bajos niveles de proteinas de matriz AQOX, DHAS y la PMP20.

Después de 2.5 horas el nomero de peroxisomas ha alcanzado un

valor méximo, y posterior a este punto hay una disminucién en el
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numero de peroxisomas causado por €l movimiento de estos hacia
las yemas durante el proceso de gemacidén de las levaduras. El
volumen de cada peroxisoma rapidamente se incrementa como
resultado del importe de varias proteinas de matriz y de membrana

o de la fusidn de vesiculas precursoras.

Estos datos indican que la proliferacion peroxisomal en la primera
etapa no es debida al importe de proteinas de matriz. Es probable
gue la expansidon de la membrana peroxisomal, acompanada por el
ensamble de proteinas de membrana como PMP47, es un evento

primario en el desarrollo peroxisomal.

1.3.4 Importe de proteinas hacia los peroxisomas.

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

por lo que las proteinas de membrana y matiz peroxisomal son

codificadas por genes nucleares {19).



De acuerdo al modelo aceptado de la biogénesis peroxisomal, se
predice la existencia de sefales de direccidn peroxisomal y de una
maquinaria molecular que reconoceria dichas senales. PTS-1 es un
fripéptido C terminal conservado que se encuentra en numerosas
proteinas de matriz peroxisomal. PTS-2 es una secuencia de once
aminodcidos que sélo se ha identificado en la proteina de matriz
peroxisomal 3-cetoacil CoA tiolasa (13, 20). A la fecha se han
caracterizado los receptores Pex5Sp y Pex/7p, los cuales reconocen
PTS-1 o PTS-2, respectivamente. Por otra parte, se ha identificado
una sehal de direccién peroxisomal para proteinas de membrana,

aunque no se ha caracterizado en detalle (17).

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

biogénesis peroxisomal.

Las levaduras representan un modelo muy adecuado para el
estudio de la funcidn y biogénesis peroxisomal, ya que en ellas se
puede inducir la proliferacién de peroxisomas al manipular [as

condiciones de cultivo (21).
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El cultivo en medio con metanol como Unica fuente de carbono da
como resultado la induccién de la proliferacidén de los peroxisomas
(Fig. 2). Estos organelos contienen en su matriz enzZimas que catalizan
las reacciones iniciales del metabolismo del metanol: la AOX, la
DHAS vy la catalasa. Tal es el caso de las levaduras metilotréficas
como Candida boidinii, Hansenula polymorpha y Pichia pastoris (22-

25).

1.5 Estudios previos del efecto de la 1514 sobre los peroxisomas de

levaduras metilotréficas.

Con el propdésito de investigar si realmente el peroxisoma constituye
el organelo blanco de la T514, Sepulveda y cols. {26) redlizaron
estudios in vivo con las levaduras H. polymorpha y C. boidinii
cultivadas en medio con metanol como Unica fuente de carbono y
expuestas a diferentes concentraciones de Ila f{oxina. Los
experimentos indicaron un efecto dosis-respuesta, a los 10 minutos a
una dosis de 30 yg/mL se observé un daio generalizado a las

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



Figura 2. Induccién de la proliferacién de peroxisomas en
C. boidinii. El cultivo de las levaduras metilotréficas en
medio con metanol como Unica fuente de carbono da
como resultado la induccién de los peroxisomas. Estos
organelos contienen en su matriz enzimas que catalizan las
reacciones iniciales del metabolismo del metanol.
(Veenhuis, M. and Harder, W. 1982. Annals New York

Academy of Sciences. pp: 201-213).

13



14

En presencia de una concentracidon no letal de 2 ug/mL el desarrollo
de los cullivos ceso inicialmente, pero se restablecid en un periodo
de 4 hrs. A nivel subcelular se observé fragmentacion de la
membrana peroxisomal, lo que condujo a la salida del contenido
enzimdtico (Fig. 3). Esto se demostrdé por medio de
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos anti-alcohol oxidasa

y proteina A marcada con oro coloidal.

Asimismo, se observaron agregados citosdlicos, en donde se
detectd la presencia de la AOX y la DHAS por inmunocitoquimica
(Fig. 4). El dano peroxisomal fue irreversible, ya que los organelos

afectados fueron degradados en la vacuola autofagica.

Debido a estos hallazgos que demostraron el efecto de la T514 sobre
los peroxisomas de levaduras se ha renombrado a la T514 como

Peroxisomicina Al (PAT) (Fig. 5).




Figura 3. Efecto de la 1514 sobre la membrana
peroxisomal de levaduras metilotréficas. Cuando
las levaduras metilotréficas son tratadas con una
dosis no letal de T514, se observa a nivel subcelular
fragmentacién de la membrana peroxisomal
(flecha). (Sepulveda Saavedra, J., Van der Klei, |.,
Keizer, 1., Piheyro Lopez, A., Harder, W. and
Veenhuis, M. 1992. FEMS Microbiol Lett. 91:207-212).
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Figura 4. Presencia de agregados citosélicos en levaduras
metilotréficas tratadas con T514. Cuando las levaduras
metilotréficas son tratadas con una dosis no letal de 1514,
se observa la presencia de agregados citosélicos con una
electrodensidad similar a la de la matriz peroxisomal, los
cuales carecen de membrana (flechas). (Cortesia del Dr.

Julio Sepulveda Saavedra)
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Figura 5. Peroxisomicina A1 (PA1). Quimicamente la PA1
es una antracenona dimérica. La estructura general de
estos compuestos consiste en dos monémeros, cada uno
constituido por tres anillos bencénicos fusionados
(antraceno), con un grupo cetdnico como sustituyente.,
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1.6 Estudios previos del efecto de la PA1 sobre la actividad de

enzimas peroxisomales.

SepuUlveda y cols. (26) demostraron que la PA1 no afecta la
actividad de las enzimas peroxisomales AOX y catalasa en las

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

Considerando el efecto de la PAl sobre los peroxisomas de
levaduras, Moreno y cols. (27) investigaron el efecto in vifro de este
compuesto y de otras antracenonas diméricas de origen natural
sobre la actividad de la catalasa hepdtica, con enzima purificada
(obtenida comercialmente). Los resultados demostraron que la PAl
produce inhibicion no competitiva, con respecto al perdxido de
hidrégeno, de la catalasa hepdtica boving, de peno y de ratdén, Los
otros compuestos anfracendnicos inhiben la actividad de la
catalasa bovina, estableciéndose una relacién entre la estructura

quimica y grado de inhibicidén de los compuestos analizados.
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Posteriormente, se estudié el efecto de la PA1 sobre la actividad de
la catalasa hepdtica de ratdén albino, tanto en cortes de tejido
hepdtico incubados con PA1 (in situ) como en cortes de tejido y
fracciones hepdticas provenientes de ratones intoxicados con este
compuesto (in vivo). Los resultados de los estudios bioquimicos e
histoquimicos demostraron que la PA1 no inhibe la actividad de la

catalasain situ ni in vivo (28).

Estos hallazgos indican que la catalasa no parece estar involucrada
en el mecanismo que conduce al dafo peroxisomal y su actividad

no resulta afectada como consecuencia de éste.

Salazar (29) investigd el efecto de la PAl, sus isdmeros
(isoperoxisomicina Al y peroxisomicina A2) y la T544 sobre los
peroxisomas de C. boidinii. Demostré que el dano peroxisomal no es
exclusivo de la PAT, ademds que ninguno de los compuestos afecta

la actividad de |la catalasa in vivo.
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1.7 Justificacién.

Hasta ahora los estudios con levaduras en los cuales se ha evaluado
el efecto de la PAl sobre los peroxisomas se han readlizado
exponiendo a estas células a la toxina en la fase media exponencial
de desarrollo en medio con metanol como sustrato inductor, donde
ya hubo proliferacién de peroxisomas. En este trabagjo se evalud por
primera vez si la capacidad de proliferacion de los peroxisomas es
afectada por la toxina inmediatamente después de transferir las
células a un medio inductor de la proliferacidén peroxisomal como el

metanol.

Por ofra parte, en células de C. boidinii expuestas a PAl, se ha
observado la presencia de agregados citosélicos electrodensos
donde se ha demostrado la presencia de enzimas de matriz
peroxisomal. La duda principal que permanece e€s si estos actomulos
se deben a un blogueo en el importe de estas proteinas hacia los
peroxisomas © si la presencia de estas proteinas en el citosol

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



21

rupiura de la membrana peroxisomal. La respuesta a estas
preguntas contribuird con mayor informacién en relacién al

mecanismo de accion de la PAT.



CAPITULO 2

HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 HIPOTESIS

La Peroxisomicina Al afecta la proliferacién de los peroxisomas e
impide el importe de proteinas de la matriz peroxisomal a tiempos

de exposicidon breves en Candida boidinii.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la Peroxisomicina A1 a una concentracion no
letal de 2 pg/mL sobre la proliferacién de los peroxisomas y el
importe de proteinas de la matriz peroxisomal a tiempos de

exposicion breves en Candida boidinii .
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2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

proliferacién de peroxisomas en Candida boidinii

1) Determinar el tiempo de generacién de la levadura metilotréfica

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

PAT.

2) Determinar el tiempo de generacién de la levadura metilotréfica
C. boidinii proveniente de los cultivos anteriores en un medioc con

metanol fresco.

3) Observar si ocurre la proliferacion de los peroxisomas vy si existe o

no dafo peroxisomal.



24

Para evaluar el efecto de la PA1 sobre el importe de proteinas de la
matrz peroxisomal a tiempos de exposicidn breves en Candida

boidinii;

4) Andlizar la presencia y localizacién de las proteinas de matriz
peroxisomal dihidroxiacetona sintasa y alcohol oxidasa en C. boidinii

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

5) Andlizar la actividad enzimdatica de la alcohol oxidasa en las
fracciones peroxisomal y citosdlica aisladas de C. boidinii cultivada

en medio con metanol en presencia y ausencia de PAT,
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CAPITULO TRES

MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reacltivos.

Se utilizaron productos quimicos obtenidos de las companias

comerciales Productos Quimicos Monterrey, Merck, Sigma, Difco,

Biorad, ICN y Pelco.

3.1.2 Mdterial biolégico.

Células de la levadura metilotrofica Candida boidinii cepa ATIC

32195.



Anticuerpos monoclonales de conejo anti-alcohol oxidasa y anti-
dihidroxiacetona sintasa proporcionados por el Prof. Dr. Joel M.

Goodman.

Anticuerpo policlonal de cabrg, anti-conejo marcado con particulas
de oro coloidal de 10 nm de diametro, adquirido comercialmente

(Sigma Aldrich).

3.1.3 Compuesto antracenédnico.

La Peroxisomicina Al (PAT), lote No. 74, se «qislé y purificd en el
Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. La PAI se
sometid a todas las pruebas fisicoquimicas y bioldgicas de control
de calidad. Se almacend a -20°C, protegida de la luz vy la

humedad.
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3.1.4 Equipo.

tncubadora estatica Riossa.

Incubadora con agitador mecdnico Lab-line.

Espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 7500, con ameglo de
diodos y paquete de cinética enzimdtica.

Ultracentrifuga Beckman, modelo L8-M.

Ultramicrotomo RMC, modelo MTX,

Fotomicroscopio Carl-Zeiss.

Microscopio Electrénico de Transmisidn Carl-Zeiss, modelo EM 109.
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3.2 METODOS

3.2.1 Determinacién del tiempo de generacién de C. boidinii en

medio con metanol en ausencia y presencia de PAL1.

Se inoculd una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al
2% (ver apéndice) como uUnica fuente de carbono para llevar a

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

Al termino del precultivo, se tomé una dalicuota de este y se transfirid
a un medio de cultivo con metanol (ver apéndice) como Unica
fuente de carbono, el cual se inicié con 0.1 DO/mL. Al mismo tiempo

se anadidé PA1 al cultivo a una concentracidn final de 2 pg/mL.

Se determiné el tiempo de generacidén basdndonos en una

metodologia ya descrita en la literatura (30):

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

dos hrs., hasta llegar a las 22 hrs. Cada alicuota se colocd en un
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tubo con 200 plL de solucidn salina (ver apéndice), a partir del cual
se hicieron diluciones seriadas. De cada dilucién se depositaron 0.1
mL en placas con medio con metanol y se extendié con ayuda de
una varilla de vidrio estéril doblada en L, segun la técnica de estria
en agar de superficie, se dejd secar y se incubd a 37°C durante 24 a

48 hrs.

Posteriormente se seleccionaron de cada tiempo las placas que
contenian entre 30 y 300 colonias, el nOUmero de colonias que se
contaron por placa se multiplicé por la dilucidon de la muestra,
obteniéndose de esta manera el niUmero de levaduras/mil. Estos
resultados se integraron en la siguiente férmula para determinar el

tiempo de generacion:

G=t/nt G=1/3.3log (If/Lo)

donde:

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

levaduras en el tiempo cero.
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If= nimero de levaduras al final de un periodo
t= periodo o tiempo

G= fiempo de generacién

nt= nOUmero de generaciones

log= logaritmo de base 10

El mismo método se siguid para un cullivo en el cual no se agregd

toxina (control).

El procedimiento se realizd por triplicado vy los resultados obtenidos
se analizaron estadisticamente por la prueba de hipdtesis de la
diferencia entre las proporciones de dos poblaciones para muestras

pequenas.

Para el andlisis estadistico se utilizdé un valor de n=3, con un grado de

significancia de p<0.005. El valor critico de la prueba fue de + 2.896.
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3.2.2 Determinacién del tiempo de generacién de C. boidinii en

medio con metanol fresco.

Se inoculd una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al
2% como uUnica fuente de carbono para llevar a cabo un precultivo

durante 24 hrs. a 30°C.

Se tomd una dlicuota de este precullivo y se transfirid a un medio de
cultivo con metanol como Unica fuente de carbono, el cual se inicidé
con 0.1 DO/mL, al mismo tiempo que se agregé PAl a una
concentracidon final de 2 pg/mL. Al llegar al primer ftiempo de
generacion se transfirieron las células a medio fresco con metanol
sin la toxina y se determind nuevamente el tiempo de generacién

de acuerdo al método ya descrito (30).

Se utilizd el mismo método para un cultivo al cual no se agrego

toxina {control).



32

El procedimiento se realizd por triplicado y los resultados obtenidos
se analizaron estadisticamente por la prueba de hipdtesis de la
diferencia entre las proporciones de dos poblaciones para muestras

pequenas.

Para el andlisis estadistico se utilizé un valor de n=3, con un grado de

significancia de p<0.005. El valor critico de la prueba fue de + 2.896.

3.2.3 Evaluacién de la proliferacién y dafo peroxisomal.

Se obtuvo un paquete celular de cada generacién de levaduras del
medio fresco, el cual se fijd con KMnO« al 1.5%. Después se
deshidratd en series graduales de etanol, para su posterior inclusion
en epdn mediante la técnica ya descrita (31) (ver apéndice). De
estas muestras incluidas se realizaron cortes finos, se contrastaron
con acetato de uranilo al 5% (ver apéndice) y se observaron al
microscopio electrénico de tfransmision para la obtencidn de

micrografias electronicas.
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Para analizar la presencia y localizacion de la dihidroxiacetona
sintasa (DHAS) y la alcohol oxidasa {(AOX), se obtuvo un paquete
celular de cada generacién de levaduras del medio fresco, el cual
se procesd con una técnica que pemmite una adecuada
preservacion de las células. Esta técnica incluye fijacién suave con
glutaraldehido a bajas concentraciones y una resina que polimeriza
a bajas temperaturas, lo cual permite conservar la antigenicidad y
demostrar las proteinas mediante inmunocitoquimica con
anticuerpos especificos contra ellas y un anticuerpo secundario

marcado con oro coloidal.

Los paquetes celulares se fijaron en glutaraldehido al 1.5 % en
amortiguador de cacodilatos y se procesaron hasta su inclusidon en

resina Lowicryl (ver apéndice).

El inmunomarcaje se llevé a cabo en cortes finos con anticuerpos
antfi-alcohol oxidasa y anfi-dihidroxiacetona sintasa e I1gG
conjugada con particulas de oro coloidal (ver apéndice). Los cortes

finos se contrastaron con acetato de uranilo al 5% (ver apéndice).
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Finalmente se realizé la observacion bajo el microscopio electrénico

de transmision y se obtuvieron micrografias electrénicas.

3.24 Andlisis inmunocitoquimico de las proteinas de matiz

peroxisomal DHAS y AOX.

Se inoculd una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al
2% como unica fuente de carbono para llevar a cabo un precultivo
durante 24 hrs. a 30°C. Se transfirid una alicuota de este precultivo a
un medio de cultivo con metanol como Unica fuente de carbono, el
cual se inicié con 0.1 DO/mL. Se incubé a 30°C con agitacion
constante durante 14 hrs., tiempo en el cual se alcanzd la fase
exponencial media. Al llegar a esta fase se adiciond al cultivo PA1 a
una concentracién final de 2 ug/mlL, y a partir de este momento se
tomaron muestras a intervalos de 5 min. hasta llegar a los 30 min.

para obtener el paquete celular.

El mismo método se siguid para un cultivo en el cual no se agregd

toxina {control).
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El paquete celular obtenido de cada uno de los tiempos se dividid
en dos partes. Una parte del paquete celular se fijd con KMnO4 y se
deshidratd en series graduales de etanol para su posterior inclusidon
en epdon mediante la técnica ya descrita {31) (ver apéndice). Se
realizaron cortes finos, se contrastaron con acetato de vranilo al 5%
(ver apéndice) y se observaron al microscopio electrénico de
transmision para la obtencidn de micrografias electrénicas. Otra
parte del paguete se fijé en glutaraldehido para su posterior
inclusion en Lowicryl {ver apéndice). De las piezas incluidas se

redlizaron cortes finos.

El inmunomarcaje de la DHAS y de la AOX se llevé a cabo sobre los
cortes finos {ver apéndice), los cuales se contrastaron con acetato
de uranilo al 5% (ver apéndice). Finalmente se realizé la observacion
bajo el microscopio electréonico de transmision y se obtuvieron

micrografias electrénicas.
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3.2.5 Andilisis de la actividad enzimdtica de la AOX en las tracclones

peroxisomal y citosélica.

Se inoculd una colonia de C. boidinii, en un medio con glucosa al
2% como uUnica fuente de carbono para llevar a cabo un precultivo
durante 24 hrs. a 30°C. Se transfind una alicuota de este precultivo a
un medio de cultivo con metanol como Unica fuente de carbono, el
que se inicid con 0.15 DO/mL. Se incubd a 30°C con agitacién
constante durante 14 hrs,, tiempo en el que se adlcanzd la fase
exponencial media. Al llegar a esta fase se adiciond al cultivo PA1 a
una concentracién final de 2 ug/mL. Después de la adicion de PAL,

los cultivos se incubaron durante 15 min.

Posteriornente se cosecharon las células y se obtuvo el paquete
celular, separando las células del medio de cultivo mediante
centrifugacion a 5 000 x g, a 20°C durante 20 min. Del paquete
celular obtenido se aislaron y purificaron las fracciones peroxisomal y
citosdlica, segun un procedimiento descrito en la literatura {32) (ver

apéndice).
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Se procedid a la determinacion de la actlividad enzmatica de la
AOX en cada una de las cinco fracciones del gradiente, segin el
método de Tani y cols. {33). En este método espectrofotométrico
acoplado, se mide la formacion del radical catidnico ABTS a 420 nm,

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

Alcohol oxidasa
Metanol + O, _ » Formaldehido + H,0,

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

La actividad de la AOX (U/mL) se obtuvo multiplicando el cambio
de absorbancia/min. por el factor 0.2777 para las fracciones uno,
dos y tres, y por el factor 2.777 para las fracciones cuatro y cinco

(ver apéndice).

Por otra parte, se realizé la determinacidn de proteinas totales por el

método de Bradford (35), el cudl se basa en la unidon del colorante
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azul de Coomassie brillante G-250 a las proteinas causando un
cambio del pico méaximo de absorcion del colorante de 445 nm a
595 nm. El incremento de absorbancia a 595 nm es proporcional a la

concentracidn de proteinas.

Para cada determinacion se realizé vna curva de calibracién con
estdndares de albimina sérica bovina de 2.5 a 20 pg de proteina.
Cada uno de los estadndares se prepard por triplicado a partir de
una solucién patrén de albUmina sérica bovina de Img/mL, como
se describe en la Tabla 1 (ver apéndice). El volumen final en cada
tubo fue de 200 pl. A cada estdndar se le agregd 1mL del reactivo
de Bradford {diluido 1:5 en agua destilada). Se agitaron en el vortex
y se dejaron reposar por 30 min. a temperatura ambiente. Se
determind el valor de la absorbancia a $95 nm de cada estdndar y
se trazd la curva de calibracién graficando el valor de la
absorbancia en funcidén de la cantidad de proteina en un volumen
de 200 pL.

El mismo método se siguid para un cultivo en el cual no se agregd

toxina {control}.



39

El procedimiento se redlizd por triplicado y los resultados obtenidos
se analizaron estadisticamente por la prueba de hipdiesis de la
diferencia entre las proporciones de dos poblaciones para muestras

pequenas.

Para el andlisis estadistico se utilizd un valor de n=3, con un grado de

significancia de p<0.00S5. El valor critico de la prueba fue de + 2.896.



CAPITULO CUATRO

RESULTADOS

4.1 Tiempo de generacién de Candida boidinii en medio con

metanol en presencia y ausencia de Peroxisomicina A1 (PA1).

El tiempo de generacién de C. boidinii en medio con metanol fue
de 4.16 hrs., mientras que en presencia de PAl fue de 4.21 hrs. No
hubo diferencia significativa en el tiempo de generacidn entre
ambos cultivos, como puede observarse al andlizar el
comportamiento de las curvas de crecimiento de C. boidinii tanto

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

(p(0.005).
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4.2 Tiempo de generacion de C. boidinii proveniente de los cultivos

anteriores en un medio con metanol fresco.

Cuando se transfirid C. boidinii expuesta a PA1 a un medio fresco sin
PA1, el fiempo de generacion fue de 2.98 hrs., mientras que en las

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

Las células de C. boidinii cultivadas en medio con metanol fresco
provenientes de células expuestas y no expuestas a PAl, no
mostraron diferencia significativa cuando se compararon sus

tiempos de generacion.

En cambio, entre el tiempo de generacidon de las células cultivadas
en medio con metanol y el de las células transferidas a medio con

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



43

4.3 Proliferacion y dano peroxisomal.

En la primera generacién de células cultivadas en medio con
metanol en presencia de 2 ug/ml de PA1, se observd (Fig. 7B) tanto
proliferacién de los peroxisomas como dano celular, el cual se
caracterizé por el aspecto granular denso del citoplasma,
fragmentacion de la membrana peroxisomal y peroxisomas de
aspecto aberrante. En el control negativo (Fig. 7A) se observd

proliferacién peroxisomal y peroxisomas integros.

En la tercera generacidon de estas mismas células el dano se
acentué. Ademds de la ruptura de la membrana peroxisomal
previomente descrita, se observd la presencia de agregados
citosdlicos con una electrodensidad similar a la de la matriz
peroxisomal y carentes de membrana (Fig. 8B). En el control
negativo (Fig. 8A) se observd proliferaciébn peroxisomal y

peroxisomas integros.



Figura 7. Primera generacion de C. boidinii
cultivada en medio con metanol en presencia y
ausencia de PA1. (A) Control negativo. Se observa
proliferaciéon peroxisomal y peroxisomas integros
(12,000 x). (B) Células expuestas a 2 ug/mL de PAI.
Se observa  proliferacion  peroxisomal vy
fragmentacion de la membrana peroxisomal
(flecha), ademds de peroxisomas de aspecto
aberrante (asterisco) (12,000 x). V; vacuola, P;
peroxisoma.



Figura 8. Tercera generacion de C. boidinii
cultivada en medio con metanol en presencia y
ausencia de PA1. (A) Control negativo. Se observa
proliferacion peroxisomal y peroxisomas integros
(12,000 x). (B) Células expuestas a 2 pug/mL. Se
observa proliferacion peroxisomal y fragmentacion
de la membrana peroxisomal (flecha), ademas la
presencia de agregados citosdlicos con una
electrodensidad similar a la de la matriz
peroxisomal y carentes de membrana (asterisco)
(12,000 x). V; vacuola, P; peroxisoma.
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En las células cultivadas en medio fresco provenientes de C. boidinii
expuesta a PAl, se observd en todas las generaciones andlizadas
(Fig. 9B y 9C) proliferacidn peroxisomal. Sin embargo, algunos
peroxisomas mostraron fragmentacion de su membrana y signos
sugestivos de autofagia, ya que se observaron peroxisomas
estrechamente asociados a la membrana de Ia vacuola autofdgica
y material electrodenso en el interior de la misma. En todos los
controles negativos cormrespondientes (Fig. 9A), se observd

proliferacién peroxisomal y peroxisomas integros.

Los hallazgos encontrados por inmunocitoquimica para las dos
enzimas analizadas fueron muy semejantes entre si. Se observé en
todas las generaciones de C. boidinii cultivadas en medio fresco
provenientes de células expuestas a PA1 (Fig. 10B) marcaje en ia
vacuola autofdagica. Estos resultados confimaron lo ya observado
con la morfologia. En los controles negativos (Fig. 10A) se observd la
marca para la dihidroxiacetona sintasa (DHAS) vy la alcohol oxidasa

(AOX) dentro de los peroxisomas solamente.



Figura 9. C. boidinii cultivada en medio con
metanol fresco en presencia y ausencia de PA1.
(A) Control negativo. Se observa proliferacion
peroxisomal y peroxisomas integros (12,000 x). (B,C)
Dos generaciones diferentes de células expuestas
a 2 ug/mL de PAIl. Se observa proliferacion
peroxisomal; algunos peroxisomas mostraron
fragmentacion de su membrana (flecha).
Peroxisomas en proceso de degradacion se
enconfraban estrechamente asociados a la
vacuola autofdgica (asterisco) (12,000 x). V;
vacuola, P; peroxisoma.
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Figura 10. Inmunocitoquimica de C. boidinii
cultivada en medio fresco con metanol. (A) Confrol
negativo. Se observa la marca para la AOX en los
peroxisomas solamente (20,000 x). (B) Generacion
proveniente de células expuestas a 2 ug/mL de
PA1. Se observa marcagje para la AOX en la
vacuola autofagica (20,000 x). V; vacuola, P;
peroxisoma.
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4.4 Andlisis inmunocitoquimico de las proteinas de matriz

peroxisomal DHAS y AOX.

El andlisis morfologico de las células expuestas a PAl, mostrd en un
tiempo temprano (5 min.) pérdida de la membrana peroxisomal y
peroxisomas en procesc de autofagia (Fig. 11B). En un tiempo
intermedio {15 min) la membrana preautofdgica roded a los
peroxisomas y hubo transferencia de la matriz de los peroxisomas
hacia la vacuola outotdgica (Fig. 11C). Finalmente en un tiempo
tardio {25 min.), se observaron los peroxisomas dentro de la vacuola
(Fig. 11D). Todos estos hallazgos corresponden al lapso de tiempo de
entre 5 y 30 min. de exposicidn de las levaduras a la PA1, En todos
los tiempos analizados se observd ademd@s de peroxisomas danados,
peroxisomas con morfologia normal. A los tiempos de exposicion
analizados no se observd la presencia de agregados citosdlicos
electrodensos. En el cullivo control negativo se observd una

ultraestructura normal en todos los tiempos analizados (Fig. 1TA).



Figura 11. Morfologia de células de C. boidinii
expuestas entre 5 y 30 min. a 2 ug/mlL de PA1. (A)
En el control negativo se observan peroxisomas
con ultraestructura normal. (12,000 x). (B) A los 5
min. de exposicion a la toxina se observaron
algunos peroxisomas en proceso de autofagia
(flecha) (12,000 x). (C) A los 15 min. la membrana
preautofdagica rodeo a los peroxisomas (flecha) y
hubo transferencia del material de los peroxisomas
hacia la vacuola autofagica (asterisco) (12,000 x).
(D) A los 25 min. los peroxisomas se encontraron en
la vacuola (asterisco) (12,000 x). V; vacuola, P;
peroxisoma.
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Se observd en las células expuestas a PA1, una cantidad creciente
de marca en la vacuola autofdgica conforme se avanzé en el
tiempo entre los 5 y 30 min. de exposicion (Fig. 128-12D). En los
cultivos expuestos la marca para ambas enzimas también se
enconird en peroxisomas con morfologia normal. No se encontrd
marca para las enzimas en el citoplasma de las células. Estos
resultados confirmaron lo ya observado con la morfologia. En el
cultivo control negativo se observd la marca para la DHAS y AOX en
los peroxisomas solamente, en todos los tiempos analizados (Fig.

12A).

4.5 Actividad enzimdtica de la AOX en las fracciones peroxisomal y

citoséblica.

El andlisis bioquimico reveld que la PA1 a una concentracién no letal
de 2 ug/mL disminuye la actividad de la AOX en C. boidinii al
tiempo de exposicion analizado, pero no de una manerg

significativa con respecto al control. La actividad enzimdatica de la



AOX se concenird en la fraccion 5 del gradiente,

corresponde a la banda de los peroxisomas (Fig. 13).
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Figura 12. Demostracién inmunocitoquimica de DHAS en
C. boidinii expuestas entfre 5 y 30 min. a 2 png/mlL de PA1.
(A) En el control negativo se observd la marca para la
enzima solamente en los peroxisomas (20,000 x). (B) En
las células expuestas, se observd alos 5 min. la marca en
peroxisomas en proceso de autofagia, mientras que a
los 15 min. (C} aumentd la misma en la vacuola
autofdgica {20,000 x). (D) A los 25 min. los peroxisomas
se encontraron en su totalidad dentro de la vacuolg,
como lo evidencié la marca para la DHAS (12,000 x). V;
vacuola, P; peroxisoma.
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Figura 13. Porcentajes de actividad especifica de
la AOX de C. boidinii cultivada en presencia de 2
ng/mL de PA1 durante 15 minutos. La actividad
enzimatica de la AOX se concentré en la fraccidn
cinco del gradiente, la cual corresponde a la
banda de los peroxisomas. No se observo
diferencia significativa (p¢.005) entre los cultivos
expuestos y no expuestos a PAT.
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CAPITULO CINCO

DISCUSION

En estudios previos se demostrd el efecto de la Peroxisomicina Al
(PA1) sobre los peroxisomas de levaduras metilotréficas. Se observd
daio, el cual consistid en la ruptura de la membrana peroxisomal, o
que condujo a la degradacidn de los peroxisomas en la vacuola
autofdgica. En estos estudios las levaduras fueron expuestas a la PA1
en la fase exponencial media de desarrollo en un medio con un
sustrato inductor, donde ya hubo proliferacién de los peroxisomas

(26,29).

El presente trabagjo evalué por primera vez, si la capacidad de
proliferacién de los peroxisomas se ve afectada en células
expuestas a PA1 inmediatamente después de ser transferidas de un

medio basal con glucosa, a un medio con metanol como inductor
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de la proliferaciéon peroxisomal. También se investigd si el efecto
observado en los peroxisomas de células expuestas a PA1 persistia
en generaciones sucesivas de levaduras provenientes de estas
células, en un medio sin toxina. Se consideré como un par@Gmetro de
evaluacion el tiempo de generacidn, y se llevé a cabo un andlisis

morfolégico e inmunocitoquimico.

No hubo diferencia en el tiempo de generacidn entre las células
expuestas y las no expuestas a PAl. Asimismo, las células cultivadas
en medio con metanol fresco provenientes de células expuestas y
no expuestas a PA1, no mostraron diferencia significativa cuando se
compararon sus tiempos de generacién. Aunque PA1 afecta
peroxisomas individuales, es evidente que dicho compuesto no
altera la proliferacion de dichos organelos. Si eso hubiera sucedido,
la viabilidad y por o tanto el tiempo de generacidn de las levaduras
expuestas hubiera sido menor en comparacion a las células control.
Las células de Candida boidini cultivadas en un medio basal
poseen de 2 a 5 peroxisomas {18). Es probable que la exposicidon a

PAT1 a la concentracién utilizada no afecte a todos los peroxisomas
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de dichas células al ser transferidas a un medio con un susirato
inductor de la proliferacién peroxisomal, y los que queden integros
son capaces de mantener el crecimiento de las células de una
manera comparable a la de las células no expuestas, mientras
ocurre la proliferacidon peroxisomal, como lo proponen SepuUlveda y
cols. {28). Ademds de que no todas las células estan afectadas
como lo reportd Segoviano al readlizar un estudio morfométrico
donde se demostrd que al menos el 50% de las célutas expuestas a 2
pg/mL de PAl1 no presentaron dafo peroxisomal, mostrando una

ultraestructura normal (36).

Por ofra parte, entre el tiempo de generacién de las célulos
cultivadas en medio con metanol y el de las células transferidas a
medio con metanol fresco, si hubo diferencia significativa, siendo
menor en estas Ultimas. Brock y cols. reportan que si la fuente de
energia y carbono del medio de cultivo nuevo son distintas de las
del cultivo previo, la adaptacién a las nuevas condiciones se halla @
menudo ligada a una sintesis de novo de enzimas que no eran

necesarias en el cuitivo original y que por tanto no habian sido
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sintetizadas. La formacidon de esas enzimas nuevas es inducida por el
nuevo sustrato (37). En este caso, el medio al que fueron transteridas
las levaduras es un medio de composicion igual al original, y por lo
tanto ya poseion las enzimas necesarias para metabolizar el
metanol, por lo que |la fase de latencia se reduce y por consiguiente
el tiempo de generacion, esto aunado a que la concentracidén de
metanol en el medio fresco cuando las levaduras ya adaptadas

fueron transferidas era mayor.

Los hallazgos anteriores coinciden con los reporfado por Vargas y
cols. donde solamente se detectd una colonia de células expuestas

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

Los hallazgos morfoldgicos apoyaron los resultados obtenidos en la
evaluacion del tiempo de generacidn, ya que se observaron
peroxisomas integros y peroxisomas afectados. Estos Ultimos
mostraron fragmentacion de su membrana o ausencia de la misma,
y se observaron signos sugestivos de autofagia peroxisomal, ya que

algunos peroxisomas se encontraron estrechamente asociados a la
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membrana de la vacuola autofagica y presencia de material
electrodenso en el interior de la misma. Dicho material se identificé
por inmunocitoquimica como dihidroxiacetona sintasa (DHAS) vy

alcohol oxidasa (AOX).

La degradacidén de los peroxisomas o pexofagia se estudid por
primera vez en levaduras metilotréficas (39). En estos organismos los
peroxisomas proliferan cuando el metanol es la uUnica fuente de
carbono. Los peroxisomas son degradados selectivamente cuando
se agrega glucosa o etanol al medio de cullivo. La pexofagia ocurre
en dos formas: la micropexofagia en la cual varios peroxisomas son
incorporados directamente por protusiones de la membrana de la
vacuola autofdagica y la macropexofagia donde peroxisomas
individuales son envueltos por una membranqa, la cual
posteriormente se fusiona con la membrana de la vacuola
autofagica (Fig. 14) {39-43). Los hallazgos observados en esta parte

del presente trabajo de Tesis concuerdan con la micropexofagia.



Vacuola
avtofdgica

Vacuola
autofdgica

Figura 14. Degradacién peroxisomal. A) Macropexofagia:
peroxisomas individuales son envueltos por una membranag, la
cual posteriormente se fusiona con la membrana de la vacuola
autofdgica. 8) Micropexofagia: varios peroxisomas son
incorporados directamente por protusiones de la vacuola
autofagica. (Teter, S. and Klionsky, D. 2000. Sem in Cell & Devel

Biol. 11:173-179).
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Es interesante notar que aunque la proliferacion peroxisomal no se
vio afectada por la exposicidn a PAl, el dario peroxisomal ya
descrito se observé en todas las generaciones de células
provenientes de levaduras expuestas. Esto podria sugerir un efecto
de PA1 sobre el genoma celular, Estudios realizados por Vargas y
cols. {38) en H. polymorpha sugieren [0 mismo, ya que se aislaron dos
cepas de dicha levadura con disfuncidén peroxisomal inducida por

PAT.

Por otra parte, los hallazgos reportados previamente comresponden a
tiempos de exposicion de las levaduras a la toxina a partir de los 30
minutos (26). En este trabagjo se evaluaron los efectos de PAY sobre

los peroxisomas a tiempos mds tempranos de exposicion.

Se demostrd que tiempos muy cortos de exposicidn de los
peroxisomas a la PAl, incluso de 5 min., les provoca un dafio
ireversible. Al andlizar la morfologia, se observd pérdida de la
membrana peroxisomal y peroxisomas en proceso de autofagia.

Posteriommente, la membrana preautofagica rodedé a los
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peroxisomas y hubo iransferencia de los peroxisomas hacia la
vacuola autofdgica. Finalmente, se observaron los peroxisomas
dentro de la vacuola. Todos estos hallazgos se comprobaron por

inmunocitoquimica.

Estos hallazgos son semejantes a los descritos en la macropexofagia

(39-43).

Es interesante notar, que cuando Ias levaduras se transfirieron de un
medio con glucosa a uno con metanol como sustrato inductor de la
proliferacidn peroxisomal € inmediatamente fueron expuestas a PAT1,

como ya se menciond anteriormente, ocurrid la micropexofagia.

Bl que se presente uno u otro modo de pexofagia depende
principalmente de la especie de levadura andlizada y de los
estimulos ambientales, como la fuente de carbono en el medio de
cultivo. Por ejemplo, cuando P. pastoris se cultiva en medio con

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



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

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

En nuestras condiciones experimentales, al parecer el factor
determinante de que se presentara uno u ofro modo de pexofagia
fue el tiempo en que se agregd la PA1 al cultivo. Esto a su vez estaria
relacionado con la adaptacion de las levaduras al mismo, de tal
manera que la micropexofagia se presentd en células no
completamente adaptadas a las nuevas condiciones y la

macropexofagia en las que ya lo estaban.

Los resultados morfolégicos e inmunocitoquimicos coinciden con
hallazgos reportados previomente de tiempos de exposicidon
mayores {26, 29). De esta forma, es evidente que la PA1 no atecta
por igual a todos los peroxisomas ni a todas las células (34), y esto
permite al cullivo sobrevivir en un medio que contiene metanol
como Unica fuente de carbono. En todos los estudios redlizados

hasta fa fecha (26, 29) se han observado peroxisomas dafados y de
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morfologia normal coincidiendo en una misma muestra expuesta a

la PAT.

El andlisis bioquimico revelé que la PAl afecta la actividad de la
AOX en C. boidinii al tiempo de exposicién analizado, pero no de
una manera estadisticamente significativa con respecto al control.
Es interesante notar que la actividad enzimdtica de la AOX se
concentrd en la fraccion cinco del gradiente, la cual comresponde a
la banda de los peroxisomas, estos hallazgos coinciden con lo

reportado por Salazar (44).

Lo anterior indicaria que los peroxisomas se conservan integros, sin
embargo se confiméd ultraestructuralmente que algunos de estos
organelos presentaban dafo y que posteriomnente fueron
degradados en la vacuola autofdagica. Una explicacién a lo antes
mencionado, podria ser que el daio a ciertos peroxisomas fuera el
responsable de esta disminucién en la actividad, pero que los
organelos integros mantienen la actividad remanente. Ademas, la

AQOX se concentra en la matriz cristalina de los peroxisomas. Esta
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localizacidén limita su desplazamiento, en comparaciéon a la catalasa
y a la DHAS, las cuales se encuentran en forma soluble (22). tste
hecho podia ser una explicacién del porque no se detecta
actividad de la AOX en otras bandas del gradienie, aunque si se
detectd su presencia en la vacuola autofdgica mediante
inmunocitoguimica. La cantidad de esta proteina podria ser muy
pequenaq, pero suficiente para ser detectada por anticuerpos, mas

no para detectar su actividad en esas bandas.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo demuestran que el proceso
de degradacioén de los peroxisomas provocado por la PA1 sobre C.
boidinii, el cudl inicia con la ruptura de la membrana peroxisomal y
termina con la degradacién de los peroxisomas en la vacuola
avtofdgica, se presenta desde tiempos de exposicidn muy cortos

(desde los 5 hasta los 30 min).

No se observé la presencia de agregados citosdlicos electrodensos,
ni marca para la AOCX en €l citoplasma de las células. Esto, aunado

a que es dificil que la AOX salga de los peroxisomas porque se
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encuentra en la matriz cristalina de los mismos, lo cual limita su
desplazamiénfo, nos Hleva a considerar que la presencia o la
actividad de esta enzima en el citoplasma de las levaduras refiejaria
un defecto en ¢l importe de la misma. Este Oltimo hecho nunca

sucedio, por lo que el fransporte de la AOX hacia los peroxisomas a

estos tiempos de exposicion breves de C. boidinii a PA1 es normal.
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CAPITULO SEIS

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSIONES

Efecto de la PA1 sobre la proliferacion de los peroxisomas en

Candida boidinii.

1.- No se afecta la proliferacidn peroxisomal bajo las condiciones
experimentales en las generaciones andglizadas de C. boidinii no
expuestas a PA1, provenientes de un cultivo inicial expuesto a este

compuesto. Sin embargo, estas células presentan daio peroxisomal.

2- La PAl a la concentracion ulilizada causa degradacion
peroxisomal tanto en células de C. boidinii directamente expuestas
a este compuesto, como en las generaciones provenientes de éstas

células.



(19
Efecto de la PA1 sobre el importe de protfeinas de matriz peroxisomal

a tiempos de exposicidn breves en Candida boidinii.

3.- Lo PAl a la concentracidn utilizada no cfecta el imporie de
proteinas de matriz peroxisomal a tiempos de exposicion breves de

C. boidinii a este compuesto.



§.2 PERSPECTIVAS

Un estudio morfométrico complementaria los hallazgos descritos,
para evaluar en forma definitiva si existe o no diferencia en las
caracteristicas de los peroxisomas entre los cultivos de C. boidinii

expuestos y no expuestos a PA1.

La realizacidn de estudios moleculares ayudaria a elucidar el
probable efecto de la PAl1 sobre el genoma de C. boidinii, con
respecto al dafio observado en los peroxisomas en generaciones no
expuestas de esta levadura provenientes de células expuestas a PA1

(45).

Confirmar el efecto de la PA1 sobre el importe de proteinas de la
matriz peroxisomal en células de C. boidinii expuestas, por ejemplo

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

METODOS DE CULTIVO

Las células de Candida boidinii se mantienen viables a través de su
resiembra cada dos meses en placas de agar YPD. Las placas de

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

Los cultivos liquidos de C. boidinii se efectoan de la forma siguiente:
se foma una colonia de la levadura y se inocula en un medio
enriquecido con glucosa al 2% {YPD), después se incuba por 24 hrs,
a 30°C bdjo agitacién constante (250 rpmy). Las células cultivadas en
YPD se transfieren a medios minimos conteniendo glucosa ¢ metanol
como Unica fuente de carbono. Estos cultivos de C. boidinii se
inician en la mayoria de los casos con una turbidez del medio de 0.1
DO/mL. Posteriormente todos los cullivos se incuban a 30°C bqgjo
agitaciéon constante {250 rpm). Los cullivos se revisan
periddicamente bajo el microscopio de luz para evaluar su pureza y

descartar su contaminacion.
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MEDICION DE LA TURBIDEY DEL MEDIO DE CULTIVO

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

su densidad éptica (DO/mL).

Para medir la densidad 6ptica se toman alicuotas de los cultivos de
C. boidinii y se redlizan diluciones seriadas en agua destilada hasta
tener 1:1000. A 1 mL de ésta vltima dilucidn, se le determina el valor
de su densidad optica a una longitud de onda de 600 nm en un

espectrofotdmetro Beckman DU-7500.



MEDIOS DE CULTIVO

PREPARACION DE MEDIOS LIQUIDOS

Medio liquido enriquecido con glucosa al 2% (YPD)

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

Disolver en 100 mL de agua destilada.

Esterilizar a 121°C por 30 min.

Medio minimo con metanol al 0.5% (MMM)

Pesar:
(NH4)2S04 25g
Mg504-7H20 02g

NaH2PO4-H20 309



K2HPO4
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0.7g

Disolver en un litro de agua destilada.

Ajustar a un pH de 6.0 con H2504 & NaOH.

Agregar:
Trazas Minerqles

Extracto de levadura

10.0 mL

05g

Esterilizar a 121°C por 30 min. Dejar enfriar.

Adicionar:
Vitaminas

Metanol (100%)

PREFARACION DE PLACAS DE AGAR

Placas de agar YPD (2%)

Pesar:
Extracto de levadura
Peptona
Glucosa

Agar

1.0mL

S50mL

100 g
200g
20g

200g



Disolver en un litro de agua destilada.
Esterilizar a 121°C por 30 min. Dejar enfriar hasta 40-45°C.

Vacior a cgjas de petri estériles.

Placas de agar YPM
Pesar:
Extracto de levadura 10.0 ¢
Peptona 2009
Agar 200g

Disolver en un litro de agua destilada.
Esterilizar a 121°C por 30 min. Dejar enfriar hasta 40-45°C.
Agregar:
Metano! (100%) 5.0 mL

Vaciar a cgjas de petri estériles.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién de {razas minerales

Pesar:
H3BO4 S0 mg
CuSOy 4 mg
KI 10mg
FeClz6H0 20 mg
MnSQ44H20 40 mg
InSO47H0 40 mg
NHsMo7 20 mg

Disolver en un litro de agua desionizada.

Esta solucién concentrada de trazas minerales se puede almacenar

Q 4°C durante varios meses.



Solucién de Vitaminas

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

Disolver en un litro de agua desionizada.
Esterilizar con fillro de poro de 0,45 ym de diametro. La solucién de

vitaminas se almacena a -20°C.
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Solucidn salina al 0.85%

Pesar 0.85 g de NaCly atorar a 100 mL con agua destilada. Esterilizar

y agregar ¢ tubos eppendorf estériles.



AISLAMIENTO DE ORGANELOS CELULARES

PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE ORGANELOS

El paquete celuiar obtenido se lavé con agua destiada y se
resuspendid en amortiguador Tris-H2804 0.1M pH 9.3 con 10 mM de
DTE y se incubd durante 15 min. a 30<C y 250 rpm. Después de esto,
se centrifugd a 5 000 x g, a 20°C durante 20 min. y el paquete celular

obtenido se lavd con sorbitol 1M.

Se obtuvieron los esferoplastos por digestion enzimatica de la pared
celular, como se describe a continuacién: se agregd a las células
una solucién de sorbitol 1 M, amortiguador de fosfatos TM pH 7.4 y
25 mg de liticasa de Arthrobacter luteus con actividad de 81 000.
Las células se resuspendieron en esta solucidn y se incubaron por 65

min. a 30°C y 250 rpm.

Una vez redlizado lo anterior, se evalud la formacidn de

esferoplastos mediante observacidon al microscopio de luz,
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colocando una gota de la suspension entre porta y cubreobjetos.
tos esferoplastos se identificaron por su periferiqa refringente.
Posteriormente, y para comprobar la identificacion, se adiciond una
gota de agua destiada a la preparacién y se observd al
microscopio de luz; al contacto con el agua se produce la lisis de los

esferoplastos y se liberan los organelos.

Se centrifugd la suspensién a § 000 x g. a 4°C por 10 min. En el
paquete celular obtenido se llevd a cabo la lisis de esferoplastos por
choque osmdtico, utilizando una solucidn de sorbitol a diferentes

concentraciones, MES-NAOH 5 mM pH 5.5 y PMSF TmM,

Primero, se resuspendieron los esteroplastos en sorbitol 1M [solucion
uno) y posteriormente se agregd sorbitol 0.25M (solucidén dos). Esta
mezcla se agitd vigorosamente para hacer posible la lisis de los
esferoplastos. Se confimdé la lisis al microscopio de luz y
posteriormente se agregd a !a suspensidon sorbitol 1.75M (solucidn
tres) y se somelidé a centrifugacidn diferencial a 1 000 x g, a 4°C

durante 20 min.
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El sobrenadante obtenido se centiifugd a 15 000 x g durante 20 min.
y se obtuvo un sedimento enriquecido con citosol, mitocondrias y
peroxisomas. Este sedimento se colocd en un gradiente de densidad
de sacarosa (30-60%) donde la solucidn mds concentrada se

encuenira en el fondo del tubo.

Posteriormente el gradiente se sometid a ultracentifugacién a 140
000 x g, a 4°C durante 5. 5 hrs. Los organelos celulares sedimentaron
en forma de cinco bandas en la fase del gradiente que
comesponde a su propia densidad. En la fraccidn nimero uno
sedimentaron las macromoléculas, en la dos el citosol, en la tres las
mitocondrias ligeras, en la cuatro las mitocondrias pesadas y los
peroxisomas ligeros y los peroxisomas pesados sedimentaron en la

fraccion cinco.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CADA UNA DE LAS

FRACCIONES DEL GRADIENTE

Se prepard la solucién de ensayo para AOX mezclando:

1.5 mL de amortiguador de fostato de potasio 50 mM, pH 7.5, a su
vez preparado de una solucidn madre 1M; 0.16 mL de peroxidasa
de castor {(HRP) 2U/mL a partir de una solucidn a 380 U/mL; 16.46 mg
de ABTS 1mM vy 28.34 mL de agua destilada. Esta mezcla se prepard

siempre inmediatamente antes de su uso.

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto 6ptico se colocaron;

895 L de la solucidén de ensayo y 100 ul de la muestra para las
fracciones uno, dos y tres, y 985 ul de la solucién de ensayo y 10 ub
de la muestra para las fracciones cuatro y cinco (esta 0Oltima
fraccidn en dilucién 1:20). Después de mezclar se tomd el valor de 1a

absorbancia a 340 nm. Este valor comrespondia al blanco.



Posteriormente se agregaron 5 pul de metanol, se mezcld y se inicid

la cinética enzimdatica por sels minutos.

CALCULO DE FACTORES PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimdtica se expresa en unidades internacionales {U)
definiendose una Unidad como la transformaciéon de 1 ymol de
sustrato o la formacion de | pmol de producto durante la reaccidon
enzmdtica. Matemdticamente se expresa con la siguiente
ecuacion:

U=AC/t ec’n (1)

En general la actividad enzimdtica se expresa por unidad de

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

AC={U/mL) {) ec’n{1.q)
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Las determinaciones espectrofotomeétricas se basan en Ig ley de

Lambert-Beer. Esta ley establece que el cambio de absorbancia es
directamente proporcional tanto a la absorividad molar y

cambio de concenfracién del compuesto problema como al

trayecto éptico de haz.

Matemdaticamente se expresa por medio de la siguiente ecuacion:

AA= (e} {AC) (b) ec’n (2)
Al sustituir la ec’n {1.a) en la ec’n (2) resultard:

AA=(g) (U/mL) (1) (b) ec’n (3)
Al despejar para U/ml se obtendrd:
U/mlL=AA/eb t ec’'n {3.0)

Donde:
U= Unidades de actividad (umol/min)

AA= Cambio de absorbancia del compuesto



g= Absortividad molar del compuesto {cm2/umol)
b= Espesor de la cubeta (cm)
t=Tiempo {min.)

AC= Cambic de concentracion del compuesto (umol)

Entonces:

U/ml= AA/e {[cm2/pmol) (1cm) (Tmin.)
U/mlL= AA/e {cm3/umol) {Tmin.)
U/ml= AA {(pmol/1Tmin. ml}/e

U/mL= AA (U/mL)/e ec’n (4)

Al sustituir el valor del coeficiente de absortividad molar del
compuesto en la ec’n {4) se obtendrdn ecuaciones diferentes para

cada compuesto. De forma general la ecuacion se expresaria asi.

U/mi= AA (D U/mL) ec’n (4.0)



Donde D es el cociente de 1/¢:

EnzZima Compuesto (e) D)

AOX Radical ABTS | 36.00 cm?/ymol 0.0278

Para el cdlculo de la actividad enzimatica se toman en cuenta otros
pardmetros tales como: el volumen total del ensayo en la cubeta y
la dilucion de la muestra en la cubeta: integrando estos nuevos
pardmetros la ec’n (4a) quedaria de la siguiente forma:

U/mL= (AA} (D U/mL) {volumen en cubeta) (dilucién en cubetaq)

Al reqlizar los cdlculos con los datos conocidos se obtendrd una

ecuacion general gue se expresaria de la siguiente forma:

U/mL= (AA) (F U/mL)
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Donde F es un factor obtenido de la multiplicacion de los datos

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

Enzima (D) Volumen  Dilucion (F)

AOX 0.0278 1,0 mL 10 0.28

Cada uno de estos factores se utilizd en la determinacién de
aclividad enzimdtica, como se menciona al final de cada
procedimiento. La actividad enzimdtica en una muestra bioldgica

se calcula considerando la dilucidn previa de ésta.

Cuando se desea conocer la proporcidn de una enzma con
respecto a la cantidad de proteinas de la muestra, se determina la
actividad especifica de la enzZma (U/mg). La actividad especifica

se calculd dividiendo la actividad enzimdtica (U/mL) entre la

concentracién de proteinas (mg/mL).



CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE

PROTEINAS TOTALES

Tabla I. Curva de cdlibracion para la determinacién de la

concentracién de proteinas totales.

Tubo Proteina {ug) Sol. Patrén (kL)  Agua dest. (uL)
1 0.0 0.0 200.0
2 2.5 2.5 197.5
3 5.0 50 195.0
4 7.5 7.5 192.5
5 10.0 100 190.0
6 12.5 12.5 187.5
7 15.0 15.0 185.0
8 20.0 200 180.0
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PREPARACION DE REACTIVOS

En el proceso de la formaciéon de esferoplastos se utilizd como
amortiguador una solucién de Tris-H2SO4 0.1 M pH 9.3, conteniendo

DTE 10mM. El DTE se agregd inmediatamente antes de su uso.

Amortiguador Tris-H2304 pH 9.3

Pesar 121.1 g y aforar a un litro de agua destilada, ajustar el pH con
Tris-H2SO4. De esta solucidn se hace una dilucidn para tener
finalmente Tris 0.1M:

50 mL aforados a 500 mL con agua destilada.

DTE 10mM

Pesar 92.52 mg de DIE y disolver en 60 mL de Tris-0.1M.
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Para llevar a cabo la formacién de los esferoplastos se utilizé una

solucion de Sorbitol 1M, conteniendo lificasa {25mg) y bufter fosfatos

(20mM).

Sorbitol ZM

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

Sorbitol TM

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

sorbitol 2M a un litro con agua destilada.
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Amortiguador de fosfatos 1M pH 7.4

Solucién 1 100 mL de KH2PO4 TM
Solucién 2 100 mL de K2HPO4 1M
Solucién madre Ajustar el pH de la solucién 2 a un pH

determinado, utilizando la solucién 1.
Almacenar a 4°C,
Solucién de trabajo Diluir la solucién madre en agua destilada

hasta la concentracion final necesaria.

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

solucion de sorbitol 1M.

Liticasa

Pesar 25 mg de liticasa y agregar a 60 mL de la solucidn de sorbitol.
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Solucion para la lisis de esferoplastos

Para llevar a cabo la lisis de los esferoplastos se utilizd una solucién

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

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

a partir de una solucién de 100mM, para preparar las tres soluciones

que se utilizan.

Sorbitol 0.25M

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

Sorbitol 1.75M

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

MES-NaOH 500mM

Pesar 48.8 g de MES y aforar a 500 mL con agua destilada.
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PMSF 100mM

Preparar una solucidon de un stock de 100mMm de PMSF en una
solucidn de etanol al 2% calentada en bafio maria y dilvir hasta

ImM en sorbitol.
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Gradientes de densidad discontinuos de sacarosa

Prepararacion de las soluciones de sacarosa de diferentes

concenlraciones (%p/p):

Concentracidn (%p/p) Sacarosa {g) Agua (g)
60 36 | 24
50 30 30
45 27 33
40 24 36
35 21 39

30 18 42
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Preparacion del gradiente de densidad de sacarosa discontinuo:

Solucién Volumen (ml) Concentracion (%p/p)
] 4.5 60
2 6.0 50
3 6.0 45
4 6.0 40
) 6.0 35
6 3.0 30

La solucion de sacarosa mds concentrada se encuentra en el fondo

del tubo.
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INMUNOMARCAJE

Para realizar la técnica inmunocitoquimica se realizaron cortes finos
de los bloques de Lowicryl y se colocaron en rejillas de niquel (200
mesh) con soporte. Las rejifias con los cortes se colocaron sobre una
gola de albumina sérica bovina al 0.5% por 5§ min. Luego se
incubaron en presencia del anticuerpo especifico anti-alcohol
oxidasa o anti-dihidroxiacetona sintasa de conejo dilvido 1:5000 y
1:3000 respectivamente, en amortiguador PBS-glicina durante 12 a

16 hrs a 4°C en cdmara humeda.

Después se tavaron las rejilas con amortiguador PBS-glicina tres
veces por 20 min. De nuevo se lavaron las rejillas, ahora con agua
ultrapura tres veces por 20 min. y se incubaron con un segundo
anticuerpo {anti-conejo de cabra) conjugado con particulas de oro
coloidal {dilucién 1:80} por 60 min. a temperatura ambiente en
cdmara humeda. Posteriormente Ias rejillas se lavaron con
amortiguador PBS-glicina tres veces por 20 min. y luego ¢on agua

ultrapura tres veces por 20 min.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

AlbUmina sérica bovina (BSA) al 0.5%

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

Amortiguador PBS-glicina

Pesar:

NaCl 49
KCI 0.1g
NazHPO4 0.57g
KH2PO4 0.129
Glicina 0.37g

aforar a 500 mL con agua ultrapura.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

PROCEDIMIENTO DE FIJACION EN PERMANGANATO DE POTASIO E INCLUSION EN

RESINA EPOXICA

Cada uno de los paquetes celulares se fijaron en KMnO4 al 1.5%
durante 20 min. a temperatura ambiente. Después se hicieron dos
lavados con agua ulirapura y se centrifugd para recuperar el
paquete celular. A este paquete se agregd acetato de uranilo al 1%

durante 1 horq, se agitd y se centrifugd durante 1 minuto.

Posteriormente se deshidratdé en una serie gradual de etanol, como
sigue: 50% 15 min., 70% 15 min., 96% por 15 min., 100% por 15 min. y
100% por 60 min. Después de la deshidrotacion se hizo una
preinclusién e inclusidbn en resinas epdxicas como sigue: oxido de
propileno 2 veces por 15 min., epon-oxido de propileno 1:1 una hora
a temperatura ambiente, epdn-oxido de propileno 3:1 una hora a
temperatura ambiente 3 veces, y epdn puro 30 min. 2 veces.

Finamente las células se dejaron una hora en epdn puro aQ
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temperatura ambiente y se incluyeron definitivamente en capsulas
de plastico o en plantillas en ta estufa por toda la noche a 60°C, de

acverdo a un procedimiento descrito anteriormente (31).

PROCEDIMIENTO DE FIJACION EN GLUTARALDEHIDO E INCLUSION EN RESINA

LOWICRYL

Los paguetes celulares se lavaron dos veces con agua destilada,
centrifugando por 3 min., en una microcentrifuga. Se fijaron en
glutaraldehido al 3% en amortiguador de cacodilatos durante una
hora a 4°C. Se lavaron 2 veces con agua destilada. Las muestras se
mantuvieron en amortiguador de cacodilatos hasta continuar el

procedimiento.

Posteriormente se lavaron 2 veces con agua ultrapurq, se dejaron 10
min. en peryodato de sodio al 0.1% y se lavaron como se describié
anteriormente. Se agregd cloruro de amonio al 1% por 10 min.
Después se realizé la deshidratacion de la siguiente forma: 15 min.

en etanol al 50 %; 10 min. en dimetilformamida al 50 % en etanol al
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50%; 10 min. en dimetilformamida al 75% en etanol al 50%.
Posteriormente se agregd dimetilformamida al 100% por 10 min. para

proceder con la preinclusion.

En ésta, las células se trataron de la siguiente manera: 10 min. en
dimetilformamida:Lowicryl 2:1; 15 min. en dimetilformamida:Lowicryl
1:1; 20 min. en Lowicryl puro y otro paso en Lowicryl puro de 25 min.
Finalmente se incluyeron en Lowicryl puro y la polimerizacién se
efectud en cdpsulas de pléstico secas, bgjo luz ultravioleta y sobre
hielo. Después de 2 hrs. se obtuvieron las muestras incluidas en

blogues de Lowicryl.
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PREPARACION DE REACTIVOS

Fijadores

Glutaraldehido 3% en buffer de cacodilatos 0.1M pH 7.4

Mezclar:

Glutaraldehido 25% 12 mL
Bulfer de cacodilatos 0.1M 88mL
KMnQ4 1.5%

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

Amoriguador de cacodilatos 0.1M pH 7.4

Solucién A 0.2M

Cacodilato de sodio 428 g

Agua destilada 100 mL

Soluciéon B 0.2M

Acido clorhidiico 0.5mtL

Agua destilada 25 mL

Solucién de trabaqjo

Solucién A 100 mL

Solucion B 5.4 ml



Aforar a 200 mL con agua destilada.

Resinas

Resina Lowicryl

Solucion A: 2 g 6 1.83 mL densidad 1.09 g/mL

Solucién B: 13 g 6 1.83 mL densidad 1.07 g/mL

Catalizador 75mg

Se puede guardar en el congelador.

Resina Epoxica

suave media
Resina 27049 29.0g
DDSA 21.5¢ 16.0g

NMA 8.5¢ 14.39
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dura

31.4g

20.5¢
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BDMA 1.79 1.79 1.7g
(acelerador)
Otras soluciones

Acetato de uranilo 1%

Pesar 1g de acetato de vranilo y aforar a 100 mL ¢con agua

ultrapura.

Peryodato de sodio 0.1%

Pesar 0.1g de peryodato de sodio y aforar a 100 mL con agua

ultrapura.

Cloruro de amonio 1%

Pesar 1g de cloruro de amonio y aforar a 100 mL con aguad

ultrapura.
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Acetato de uranilo 5%

Pesar 0.59 de acetaio de uranilo y aforar a 10 mL con alcohol etilico

50% preparado con agua ulfrapura.

Se guarda en el refrigerador cubierto con papel aluminio.

Soporte para rejilias

Se cadlienta agua en una placa de petri a 40°C y se deja caer una
gota de colodién. Al formarse una pelicula sobre el agua se van
colocando las rejillas con el lado opaco hacia abgjo. Para sacar las
refillas se coloca un papel parafiim sobre toda la superficie y se

levanta, los rejillas se pegan en el papel. Se dejan secary se pueden
utilizar un dia después.

CONTRASTACION DE CORTES ULTRAFINOS

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

gotas de acetato de uranilo y sobre las gotas se colocan las rejillas
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con los cortes cuidando de poneras con estos hacia abajo para
que estén en contacto con la solucion contrastante. Se dejan por 5
minutos. Se lavan las rejillas por un minuto con agua ultrapura y se
secan. Por Ulfimo se lavan con agua ultrapura par 1 minuto vy se

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