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RESUMEN

Desde tiempos ancestrales las levaduras han tenido un papel muy importante en la industria
alimenticia, médica, agricola y cientifica. Actualmente son utilizadas como modelo para la
investigacion de procesos biologicos fundamentales en los organismos eucariontes y especialmente
en humanos. La secuenciacién del genoma de Saccharomyces cerevisiae y de otras levaduras ha

fomentado que se estudien sus cualidades con potencial industrial relevante.

Debaryomyces hansenii es una levadura que tiene la capacidad de tolerar condiciones extremas que
son altamente perjudiciales en otros organismos, esto representa una ventaja en la aplicacién de
procesos biotecnologicos. Un tema de interés actual es el estrés oxidante ya que esta condicion esta
relacionada con un gran nimero de desordenes en humanos. El llegar a esta condicion involucra
inequivocamente dafios en moléculas como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos; altera
la actividad enzimatica basal de enzimas, asi como su nivel de transcripcion (a nivel del mRNA) y
también afecta procesos celulares como el transporte vesicular, ciclo celular, envejecimiento y

apoptosis.

Retomando las bases anteriores, en este trabajo se analizaron varios aspectos relacionados con el
estrés oxidante, la sefializaciéon redox y en general las defensas involucradas en la respuesta
antioxidante de D. hansenii. La metodologia implementada proporcionara una aproximacion global de
lo que ocurre en la levadura cuando se crece bajo condiciones pro-oxidantes. El estudio consistid en
cultivar a la levadura en medio rico con una de dos fuentes de carbono (glucosa 2% p/v o etanol 2%
v/v) y tres concentraciones distintas de sal (NaCl 0 M, 0.6 My 1.2 M) con el fin de 1) medir y comparar
en extractos crudos la actividad enzimatica total de las enzimas catalasa y superdxido dismutasa
(SOD), tipificar mediante electroforesis nativa (zimogramas) ambos tipos de enzimas; 2) llevar a cabo
una cuantificacién de grupos carbonilo (cetonas y aldehidos) mediante conjugacion de las proteinas
con 2,4-dinitrofenilhidrazina; 3) abordar el dafio en lipidos de membrana plasmatica determinando el
contenido de malondialdehido (MDA), producto de la lipoperoxidacion en 108 esferoplastos por medio
de la técnica de TBARS (Sustancias Reactivas al AcidoTiobarbitdrico). Por Gltimo, 4) mediante gPCR,
herramientas estadisticas y el uso de software se evalud el nivel de expresion y estabilidad de cuatro
genes para ser validados como genes de referencia. Cuando se determind el mejor gen de referencia,
éste se utilizé para normalizar y medir los cambios en los niveles de expresion de los transcritos Dhcta

(catalasa A), Dhctt (catalasa T) y Dhsod (superoxido dismutasa).



Partiendo de que D. hansenii es un organismo haldfilo, este no debera presentar cambios ni dafios
significativos en los medios con sal en comparacion con los medios sin sal; cuando la levadura
disponga de etanol como fuente de carbono, sus actividades enzimaticas antioxidantes y dafios deben

ser mayores en comparacion con los medios que contienen glucosa como fuente de carbono.

Las determinaciones realizadas revelaron que 1) la mayor actividad enzimética antioxidante no esta
determinada por el contenido de sal en el medio de cultivo sino por la fuente de carbono. El resultado
anterior concuerda con los zimogramas; 2) respecto a la medicion de grupos carbonilo en extractos
crudos, se encontré que su contenido aumenta por dos razones, la primera es por el incremento en la
concentracion de NaCl en los medios de cultivo y la segunda razon del aumento es por el uso de
etanol como fuente de carbono. 3) Con la técnica de TBARS, en donde se mide la oxidacion de lipidos
que genera aldehidos, se encontré que el mayor contenido de MDA se present6 en los medios con
glucosa y disminuyen con la presencia de NaCl asi como con etanol. 4) En cuanto a los niveles de
expresion de los transcritos de catalasa (Dhcta, Dhctt) y superdxido dismutasa (Dhsod) se determiné
que su regulacion es dependiente de la concentracion de sal y la fuente de carbono de la que se

dispuso en el medio de cultivo.

Finalmente, se reafirmo que las fuentes de carbono no fermentables, etanol en este caso, producen
mayor cantidad de especies reactivas (que la glucosa), esto se ve reflejado en el aumento en la
actividad enzimatica antioxidante asi como en el nivel de dafio a biomoléculas; la regulacion de genes

antioxidantes depende de diversos factores.



ABSTRACT

Since ancient times yeasts have played a very important role in the food, medical, agricultural and
scientific industries. They are currently used as a model for the investigation of fundamental biological
processes in eukaryotes and especially in human organisms. Sequencing of the genome of
Saccharomyces cerevisiae and other yeasts has encouraged the study of its qualities with relevant

industrial potential.

Debaryomyces hansenii is a yeast that is able to tolerate extreme conditions that are highly detrimental
in other organisms, this represents an advantage for its application in biotechnological processes. An
issue of current interest is oxidative stress since this condition is related to a large number of disorders
in humans. Reaching this condition unambiguously involves damage to molecules such as lipids,
proteins, carbohydrates and nucleic acids; alters the basal enzyme activity of proteins as well as their
level of transcription (at mRNA level) and affects cellular processes such as vesicular transport, cell

cycle, aging and apoptosis.

Taking back the previous bases, this work analyzed several aspects related to oxidative stress, redox
signaling and in general the defenses involved in the antioxidant response of D. hansenii. The
methodology implemented will provide an overall approximation of what happens in yeast when grown
under pro-oxidant conditions. The study consisted in cultivating the yeast in rich medium with two
different carbon sources (glucose or ethanol) and three different concentrations of salt (NaCl OM, 0.6M
or 1.2M) in order to measure and compare the enzymatic activity in crude extracts. Total catalase and
superoxide dismutase enzymes were analized by native electrophoresis (zymograms); also, we carry
out a quantification of carbonyl groups (ketones and aldehydes) by conjugation of the proteins with 2,4-
dinitrophenylhydrazine; to deal with the damage in plasma membrane lipids, the content of
malondialdehyde (MDA), a product of lipoperoxidation, was determined by means of the TBARS
(Reactive to TioBarbituric Acid) technique in 10*8 spheroplasts. Finally, using RT-qPCR, statistical
tools and software we evaluated the level of expression and stability of four genes to be validated as
reference genes. When the best reference gene was determined, it was used to normalize and
determine changes in expression levels of Dhcta (catalase A), Dhctt (catalase T) and Dhsod
(superoxide dismutase) transcripts. Our results showed that the higher antioxidant enzymatic activity
is not determined by the salt content in the culture medium but by the carbon source; the above result
is consistent with zymograms. The expression levels of the catalase transcripts and SOD showed that



its regulation is dependent on the concentration of salt and the carbon source that was available in the
culture. Paradoxically, the highest content of MDA was presented in the media with glucose and the
carbonyl group content shows a direct relation of ascense first with the salt content and secondly by

ethanol.



1.- INTRODUCCION

El oxigeno es uno de los 6 elementos (C, H, O, N, P y S) fundamentales para la vida en la Tierra,
compuestos como O2 y H,0 son indispensables para cualquier organismo, ademas de que el oxigeno
es parte esencial del metabolismo. Participa en el proceso de respiracion y en la fosforilacion oxidativa,
a partir de la cual se generan moléculas altamente energéticas. Sin embrago, la disfuncion de los
procesos celulares, aunado a estimulos exteriores, pueden dar origen a especies reactivas del oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), estas ROS son capaces de dafar a los acidos nucleicos, proteinas,

lipidos, etc. (Figura 1) Cuando los dafios son irreparables conducen a la disfuncién celular.

Existen moléculas y enzimas capaces de contrarrestar y/o eliminar la reactividad de las ROS, estas
son llamadas antioxidantes. Los antioxidantes no enzimaticos pueden ser sintetizados por la propia
célula como es el glutation o pueden ser adquiridos por medio de la dieta como en el caso de los
tococromanoles, acido ascorbico y flavonoides; estos son compuestos sintetizados mayormente por
organismos fotosintéticos y/o levaduras y bacterias ya que son expresados mediante

complementacion heterdloga con intereses biotecnoldgicos.

En el caso de los antioxidantes enzimaticos, su principal funcién es dismutar a las ROS para obtener
compuestos totalmente inocuos, actuando directamente sobre las ROS o bien, como reguladores
redox de proteinas tioles que contribuyen a mantener un estado redox correcto en las células. La
actividad antioxidante se lleva a cabo simultaneamente en diversos compartimentos celulares y
drganos por sistemas enzimaticos distintos pero con idéntica actividad bioquimica, es decir son

sistemas paralelos (Herrero, et al. 2008).

Radical 16n 16n 16n
Dioxigeno  superéxido peréxido oxeno 6xido
30, —% . o0,—% 0,2 —8 . 0% oo—&_ o7
H* IZH+ 2H* H* I 2H*
10, HO," H,0, H,0 OH' H,0
Oxigeno Radical Peréxido de Agua Radical Agua
singulete  perhidroxilo  hidrégeno hidroxilo

Figura 1. Especies reactivas del oxigeno (ROS). La reduccion (e ) o adicién de protones (H*),
a una molécula de oxigeno genera distintas especies reactivas. Tomada de_(Konigsberg,
2008).



1.1.- PROTEINAS ANTIOXIDANTES: SUPEROXIDO DISMUTASA

La superdxido dismutasa (SOD) es una enzima que fue descubierta en 1969 por McCord y Fridovich,
que dismuta el anion superdxido en peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Esta presente a lo
largo de la escala evolutiva, desde bacterias hasta eucariontes superiores. Existen principalmente
cuatro tipos de superdxido dismutasas: la CuZnSOD (SOD1) que se localiza en el citoplasma de las
celulas, la MnSOD (SOD2) que tiene su funcidn principalmente en la mitocondria, la FeSOD que se
localiza principalmente en cloroplastos y la NiSOD que sélo se ha encontrado en el género
Streptococcus. Sin embargo, algunos experimentos han demostrado que SOD1 puede trasladarse a
la mitocondria en condiciones de mucho estrés oxidante para mitigar a las especies reactivas (Butler

y Kosman, 1992). Las enzimas con actividad de superdxido dismutasa no son homologas, lo que

muestra que han evolucionado independientemente en respuesta a una presion evolutiva (Céspedes,
et al. 1996).

Las superdxido dismutasas pertenecen al grupo de las metaloproteinas, en su sitio activo tienen un
grupo prostético que puede ser de cobre-zinc, manganeso o hierro; aunque existen otras menos
frecuentes con niquel, hierro-manganeso y hierro-zinc; estdn conformadas por dos subunidades
idénticas de aproximadamente 16 kD, de 151-153 residuos de aminoacidos (en S. cerevisiae) unidas

por un puente disulfuro; el dimero tiene una masa molecular alrededor de 31.2-32 kD (Figura 2).

A) B)

Figura 2. Estructura cuaternaria de superoxido dismutasa Cu-Zn (SOD1). En A) se observan
las dos subunidades de la SOD1 y en puntos de color su sitio activo. B) Acercamiento del
sitio activo de SOD1 junto con los residuos de aminodcidos que lo rodean (Mufioz, et
al.2005; Osredkar y Sustar, 2011).




Estudios de la cristalografia de la estructura de la superdxido dismutasa de S. cerevisiae revelaron
que su estructura tridimensional tiene un barril-B antiparalelo de 8 hebras aplanadas ademas de tres
asas externas derivadas del contenido de aminoacidos. 25 residuos de glicina por subunidad
distribuidos en la secuencia hacen que la hoja 3 sobresalga, constituyendo 1/6 del total de aminoacidos
distribuidos de manera uniforme a lo largo de la secuencia. Los aminoacidos aromaticos que presenta

son 8 residuos de fenilalanina y 2 de tirosina.

1.2.- ACTIVIDAD CATALITICA DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA

Cada subunidad presenta un atomo de Cu?* y uno de Zn2* en su sitio activo, la conformacion y la
catélisis dependen enormemente de la interaccion del ion Cu2* con cuatro nitrégenos provenientes de
los anillos de imidazol de cuatro residuos de histidinas, en las posiciones 44, 46, 61y 118 de la cadena
polipeptidica, ademas de una molécula de agua. La comunicacién entre el Cu2* y el Zn2* ocurre a
través de la interaccion del anillo de imidazol de la histidina 61, también interactua con las histidinas
69y 78 y el grupo carboxilo (-COQ") del acido aspartico 81. La histidina 61, que interactia con ambos
metales, puede estar encargada de suministrar los protones necesarios para la dismutacion

(Hernéndez-Saavedra y Romero-Geraldo, 2001), mientras que la arginina 143 es la encargada de

guiar al radical superéxido al sitio activo. La dismutacién ocurre cuando un electrén del anion
superdxido es donado al centro catalitico, desencadenando la formacion del oxigeno molecular. El
Cu?* dona un electron a un segundo radical superdxido que junto con dos protones forman al peréxido
de hidrogeno (Djinovic, et al. 1992; Garcia, et al. 1995).

Para la dismutacion del anion superoxido, la enzima utiliza dos moléculas de oxigeno, dos moléculas
de anién superdxido y dos protones para generar una molécula de perdxido de hidrégeno y una

molécula de oxigeno, como se muestran en la siguiente reaccion:
207 (0O2- + O2°) + 2H* — H202 + O

Al comparar varias secuencias de SOD de eucariontes, se encontrd que las secuencias de levaduras
tienen poca divergencia con respecto a las superdxido dismutasa de bovinos, presentando 55% de
identidad en secuencia de aminoacidos (Djinovic, et al. 1992). En el caso de la levadura D. hansenii,

Hernandez-Saavedra (2001) reportdé que ésta presenta dos isoformas de la CuZnSOD. La




caracteristica que diferencia una de otra es el contenido de residuos de histidina: la SODC1, o
canonica, presenta 6 y tiene actividad catalitica elevada; en cambio, la SODC2 solamente tiene tres

histidinas, las otras tres histidinas son reemplazadas por tirosinas y su actividad es limitada.

Por su parte, la MnSOD tiene en su sitio activo manganeso; generalmente se ha determinado su
estructura cristalografica como homotetrdmero, sin embargo también se determind como dimero en la

levadura Candida albicans, debido a las condiciones en que fue crecida (Sheng, et al. 2011).

1.3.- PROTEINAS ANTIOXIDANTES: CATALASA

La dismutacion del peroxido de hidrogeno se conocié por primera vez hacia el afio de 1818 cuando
Thernard observé la degradacion de este metabolito en tejidos de plantas y animales. Fue hasta 1900
que Oscar Loew acufié el nombre de catalasa para describir a esta enzima y en 1930 Zeile y Hellstrom
demostraron que se trataba de una hemo enzima, siendo purificada en 1937 por Summer y Dounce a

partir de higado de ternera.

Diversos estudios han demostrado que las catalasas tienen un origen comun y que estan presentes

en los tres dominios de los seres vivos: Archaea, Bacteria y Eucaria (Diaz, et al. 2005; Klotz y Loewen,

2003). Es una hemo enzima globular formada por cuatro subunidades casi idénticas unidas mediante
enlaces no covalentes. Cada subunidad contiene un grupo prostético hemo y tiene una masa
molecular arededor de 50-80 kD; el peso del tetrdmero oscila entre 210 y 330 kD dependiendo del
drgano, organismo y tipo de la catalasa del que se trate. Dentro de la célula pueden encontrarse en
mitocondrias, peroxisomas en levaduras y citoplasma celular. En animales y plantas tiene una alta
expresion durante el desarrollo del gametofito y/o embrionario, siendo parte primordial de los procesos
de maduracion. Ademas, su ausencia causa padecimientos severos como cataratas, en plantas

fungen como mecanismos de defensa y en hongos estan relacionadas con su virulencia.

Existen tres tipos de enzimas con funcion de catalasa (Figura 10): 1) las catalasas monofuncionales,
que contienen un grupo hemo en su sitio activo (presentes en todos los organismos), Il) Mn-catalasas,
que son enzimas con un atomo de manganeso en su sitio activo presentes en procariontes anaerobios,
y lIl) las catalasas-peroxidasas, que poseen actividad de catalasa y también de peroxidasa, presentes

en bacterias, arqueas y hongos (Diaz, et al. 2005).




Las catalasas son enzimas que dismutan el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, esta catalisis
se lleva a cabo degradando 2 moléculas de peroxido de hidrogeno en dos moléculas de agua y una

de oxigeno, de acuerdo a la siguiente reaccion general:

2H,0,— 2H20 + 02

1.4.- ESTRUCTURA DE LAS CATALASAS MONOFUNCIONALES

Las catalasas monofuncionales se han clasificado en tres clados, esto basandose en dos eventos de
duplicacion de genes. Dentro del clado 1 se encuentran las catalasas con 500 residuos de aminoacidos
por subunidad, son de origen vegetal y un subgrupo bacteriano. En el clado 2 se encuentran enzimas
con subunidades de 750 residuos de aminiacidos, en este clado se encuentran enzimas de origen
bacteriano y fungico, asi como de algunas arqueas también las presentan, posiblemente se deba a
eventos de tranferencia horizontal. El clado 3 agrupa enzimas con 500 residuos de aminoacidos por
subunidad, las presentan bacterias, arqueas, hongos y eucariontes como los mamiferos (Diaz, et al.
2012).

A pesar de la clasificacion en tres clados de las catalasas, estas enzimas guardan una alta similitud
estructural atribuida a 460 residuos de aminoacidos que dan origen a una organizacion tridimensional
conocida como “estructura de catalasa” (catalase fold) y es casi exclusiva de las hemo catalasas

monofuncionales (Figura 3) (Diaz, et al. 2012).

Presentan cuatroregiones: 1) amino terminal: del residuo aminoacido 1 al 60 aproximadamente, en
donde se encuentra una histidina esencial para la catalisis, esta regidn corresponde a una a hélice
(a2) siendo el primer componente de la estructura secundaria. 2) Barril B: compuesto por ocho hebras
antiparalelas de alrededor de 250 residuos de aminoacidos, va de la histidina esencial al extremo
carboxilo terminal, las hebras 1-4 son contiguas y estan separadas de las hebras 5-8 por tres a hélices;
ya que la hebra 5 es irregular porque hay tres residuos de aminoacidos: Ser 196, His 197 y Thr 198,
que no participan en la hoja B, lo que genera que entre las hebras 4 y 5 sélo se formen dos enlaces
de hidrégeno con la asparagina esencial, lo que provoca que la hebra 5 se una ala 4y la 6 para cerrar
el barril. 3) Asa envolvente: estructura dada por 110 residuos de aminoacidos que unen al barril § con
el dominio de a-hélices; su arreglo en forma secundaria casi no se repite y contiene a la hélice a-9 con

la tirosina esencial que coordina al Fe. 4) Dominio de a-hélices: compuesto por 60 residuos de



aminoacidos organizados en cuatro a-hélices (a 10-13) que se asocian con las a-hélices 3-5y con la

hebra 5 del barril § para estabilizar la estructura cuaternaria (Nicholls, et al. 2000).
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Figura 3. Estructura cristalografica de la catalasa A monofuncional de S. cerevisiae. En A)
se observan las cuatro subunidades en color azul (claro y marino) y los sitios hemo (verde y
amarillo) que la conforman. En B) se muestra la representacion de los cuatro dominios
basicos de las catalasas de subunidades pequefias. Estructura cristalografica tomada de
https://pdbj.org/mine/structural_details/1a4e, abril 2017 y de (Nicholls, et al.2000).

1.5.- ACTIVIDAD CATALITICA DE LA CATALASA

A grandes rasgos, la actividad catalitica de la catalasa se lleva a cabo con la transferencia de dos
electrones entre dos moléculas de perdxido de hidrogeno, una donadora y otra aceptora. El inicio de
la reaccidn consiste en la oxidacidn del hierro (Fe) del grupo hemo y del anillo porfirinico. Se rompe el
enlace oxigeno-oxigeno del perdxido con dos electrones, uno de los oxigenos se protona liberando
una molécula de agua y el otro atomo de oxigeno se coordina con el Fe del grupo hemo. Para romper
el enlace O-0, se transfieren dos electrones de la enzima, uno del Fe y otro de la porfirina o de un
aminoacido de la enzima. De esta manera se genera el llamado compuesto |, formado por FeVO
ferroxilo y un radical catiénico, que puede ser porfirinico, de un aminoacido vecino o una mezcla de

ambos (reaccion I) (Long y Salin, 2001).



https://pdbj.org/mine/structural_details/1a4e

En la reaccion consecutiva se recupera la forma intermediaria de la catalasa, llevando a cabo la
reduccion del compuesto |, al transferir dos electrones a partir de una segunda molécula de H.0; u
otras moléculas como alcoholes alifaticos, produciendo agua y dioxigeno, constituyendo la reaccién |l

(Maté, et al. 1999; Carpena, et al. 2006; Ramirez, 2012). En condiciones muy especificas, el

compuesto | puede captar un electrén dando origen al compuesto Il, que tiene un estado de oxidacion
intermedio a los observados en el compuesto | y la catalasa en reposo. Al reaccionar con una molécula
de H20; se forma el compuesto Ill, con estado de oxidacion FeV!; este ultimo y el compuesto Il son

cataliticamente inactivos (Figura 4) (Ramirez, 2012).
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Figura 4.Catalisis realizada por la catalasa monofuncional. En el estado inicial ocurre la
oxidacion del grupo hemo de la catalasa, una segunda molécula de perdxido de hidrégeno
reduce al compuesto | formado en la reaccion anterior. Esquema modificado de (Zamocky,
et al.2001).

1.6.- PROTEINAS ANTIOXIDANTES: PEROXIDASAS

Las peroxidasas son un grupo de enzimas que utilizan como sustrato perdxidos organicos e
inorganicos, asi como sus respectivos alcoholes, utilizando tioles de cisteina en sus sitios activos,
siendo los tioles los donadores de electrones. Las glutation peroxidasas (GPX's), emplean glutation

mientras que las peroxidoxinas, usan tiorredoxina (TRX's) como reductor.

Las glutation peroxidasas, clasicas de levadura, son multiméricas y actuan sobre hidroperdxidos
organicos e inorganicos. Las glutation peroxidasas de hidroperéxidos de fosfolipidos (PHGPX's por

sus siglas en inglés), son monoméricas y se asocian a membranas, son solubles en hidroperoxidos y



se encargan de reducirlos, por ejemplo, los lipoperdxidos generados en la membrana plasmatica
(Herrero, et al. 2008).

Las peroxidoxinas reducen perdxidos y peroxinitritos mediante tiorredoxina (TRX's) que dona
electrones, tienen diversas localizaciones, pudiendo ser citoplasmaticas, mitocondriales o nuclear. En
levadura, las peroxidoxinas citoplasmaticas actuan sobre especies reactivas nitrosantes y presentan

actividad cooperativa con las otras tres peroxidoxinas.

En el afio 2004, H. H. Jang observo que en condiciones oxidantes o de choque calérico se forman
complejos proteicos de alto peso molecular con actividad de chaperona. Esa actividad es totalmente

independiente a la de peroxidasa, al igual que ocurre con las glutation peroxidasas (GPX's).
1.7.- CONSECUENCIAS DEL ESTRES OXIDANTE

Todas las células y sus organelos estan delimitados por una membrana que se encarga de aislar los
distintos ambientes; las membranas estan constituidas por lipidos, carbohidratos (esteroles), ademas
de proteinas integrales y periféricas. El tipo y proporcion de estos elementos varia de organelo a
organelo y de ello dependen sus propiedades dinamicas: fluidez, rotacién, permeabilidad,
excitabilidad, diferenciacion, exocitosis; mecanoquimicas: densidad, viscosidad, energia libre

superficial y de comunicacién: sefializacion y transduccion de sefales.

La importancia de que las membranas bioldgicas conserven su integridad radica en mantener un
ambiente osmotico correcto dentro de las células y llevar a cabo las interacciones pertinentes entre el
ambiente externo e interno tanto de células como de organelos. Durante el estado de estrés oxidante,
el anion superoxido y el perdxido de hidrogeno reaccionan con metales de transicion de manera
espontanea o por radiacion, generando radical hidroxilo, siendo este la principal ROS que oxida a las
biomoléculas; acidos nucleicos y proteinas y a los acidos grasos de membrana. Esta oxidacidn
conduce a la formacion de puentes disulfuro en las cadenas proteicas y provoca el desmoronamiento

de la estructura de la membrana, conduciendo a la muerte celular (Steels, et al. 1994).

1.8.- PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacion lipidica es la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados que los convierte en

hidroperoxidos, provocando la ruptura de las membranas. A partir de la incorporacién del radical



hidroxilo se origina un radical peroxilo (ROO ") que origina una reaccién en cadena, los hidroperéxidos

se descomponen en productos secundarios.

El proceso de peroxidacion lipidica puede ocurrir de dos maneras. La primera es la via enzimatica, en
la cual participa la ciclo oxigenasa (COX) y la lipo oxigenasa (LO), y se genera un hidroperoxido por
la insercion de oxigeno molecular en el centro activo de la enzima. Producto de este tipo de oxidacion
son las prostanglandinas (via COX) y eicosanoides (via COX y LO); la caracteristica de estos

hidroperdxidos es que son estereo especificos y con funcién bioldgica significativa.

La segunda manera en la que ocurre la peroxidacion es no enzimatica y se da en tres fases (Figura
5):

1) Inicio: un iniciador (") extrae un atomo de hidrégeno de un enlace CHz (grupo radical metil) que se

localiza adyacente a un doble enlace de una cadena alifatica de un acido graso poliinsaturado, dando
origen a un radical organico (R ). Se ha postulado que el iniciador es el radical hidroxilo (OH-, E°=1,6

V) generado por la reaccion de Haber-Weiss, en la que participan el O2- y el Fe*3 (Gutteridge, 1995).

RH+I" >R +IH
RH+OH — R +H0

2) Propagacion: el radical lipidico (R ") generado sufre combinacidn o adicién con oxigeno hasta llegar
a radical peroxilo (ROO"), que puede captar atomos de H desde un enlace alilico de una molécula
lipidica vecina, formando hidroperéxidos (ROOH), especialmente si hay presencia de metales (Cu* o

Fe*), siendo una reaccion autocatalitica en cadena.
ROO’ + RH — ROOH + R’

3) Terminacion: Los hidroperoxidos son el producto final de la lipoperoxidacion, son moléculas estables
pero las altas temperaturas y la presencia de metales (Fe' y Cu’) estimulan su descomposicion en
hidrocarburos gaseosos (etano, pentano) y aldehidos (malondialdehido, 4-hidroxinonenal). En esta
fase ocurre la combinacién de productos de la peroxidacién lipidica para formar compuestos no
radicales o por la reaccién de éstos con antioxidantes (atrapadores) (Buettner, 1993).

Varios compuestos pueden ser generados a partir de un solo acido graso, debido a que sus cadenas

alifaticas poseen varios sitios susceptibles a que las ROS sustraigan atomos de hidrégeno (Halliwell y



Gutteridge, 1999). La formacion de endoperdxidos lipidicos a partir de un &cido graso poliinsaturado

que contiene por lo menos tres dobles enlaces interrumpidos con grupos metilo, puede conducir a la
formacion de malondialdehido (MDA) como producto de su descomposicion (Marnett, 1998; Buege y
Aust S.D., 1978).

El MDA es un dialdehido de tres carbonos altamente reactivo que puede combinarse con diversos
grupos funcionales de las proteinas, lipoproteinas, RNA y DNA. Es usado como biomarcador de dafio
por ROS en membranas ya que es capaz de reaccionar con el acido tiobarbiturico (1mol de MDA—2
mol de TBA) a pH bajo y alta temperatura, dando lugar a que se origine un cromégeno rosado que

puede ser determinado a una longitud de onda de 535nm.
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Figura 5. Peroxidacion lipidica. Esquema simplificado de la peroxidacién de un acido graso
poliinsaturado en donde una molécula de radical hidroxilo sustrae un atomo de H* de un
acido graso, generando un radical peroxilo, y desencadenando la desestabilizacién de Ia
membrana plasmatica o la membrana de cualquier otro organelo (Hansberg, 2002).

1.9.- DANO A BIOMOLECULAS: ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)

El DNA es quiza la molécula mas importante que poseen los seres vivos; esta constituida por dos
hebras antiparalelas complementarias formadas por cuatro bases nitrogenadas, un aztcar y un grupo

fosfato que son los que le dan carga y producen el super enrollamiento de la molécula.
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Cuando las ROS llegan hasta el DNA, provocan modificaciones en las bases, aductos/rupturas en una
o en las dos hebras y la formacion de lesiones apurinicas/apirimidinicas con potencial mutagénico y/o
toxico (Salmon, et al. 2004).

Se ha estudiado el efecto del H202 sobre el DNA, encontrando que a bajas concentraciones (~10uM)
su efecto es practicamente nulo. En concentraciones cercanas a 150uM, se arresta el crecimiento y el
DNA, protegido por las histonas, conserva la energia para la expresion de genes implicados en
contender con estrés oxidante. Finalmente, a concentraciones mayores de H20x, la célula cesa toda
actividad e inicia la participacion de complejos proteicos implicados en la reparacion del DNA, tales
como MRN (Mre11, Rad-50 y Nbs1) o p53, que a su vez fungen como sensores y/o transductores de

sefales (Barziliai y Yamamoto, 2004).

Resulta primordial mencionar que el H20; es utilizado como sensor de estrés oxidante a la vez que es
el precursor del radical hidroxilo (OH), causante de modificaciones en las bases como la
desaminacion de la citosina en uracilo y de 5-metilcitocina en timina, en el azucar conocida como
desoxirribosa, pérdida de base y ruptura de la hebra y de las fracturas en la molécula de DNA

(Hansberg, 2002; Barziliai y Yamamoto, 2004). Por su parte, el oxigeno singulete ('O2) solamente

ataca a la guanina, formando aductos y 8-hidroxiguanina, base que es capaz de formar enlaces de

hidrégeno erréneos: A:T por C:Gy G:C por T:A, dando origen a mutaciones (Hansberg, 2002).

Ademas de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrogeno (RNS), el MDA producto de la
peroxidacion lipidica ataca a proteinas y acidos nucleicos, DNA y RNA. Marnett, (1998) estudio la
formacion de aductos monoméricos y oligoméricos en las bases nitrogenadas, en experimentos in vitro
entre DNA y MDA vy encontré que el pirimido (1,2a)purin-10(3H)-1 (M1G) es el principal aducto
producido, seguido por N6-(3-oxo-propenil) de oxiadenosina (M1A) y pequefias trazas de N4-(3-
oxopropenil) deoxicitidina (M1C). La proporcion de los primeros dos compuestos es 5:1 (Marnett, 1998;
Buege y Aust S. D., 1978).

1.10.- DANO A BIOMOLECULAS: PROTEINAS

Las proteinas son cadenas formadas por residuos de aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos
entre un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo amino (-NH.) de residuos adyacentes. Son abundantes

y poseen diversas funciones que dependen de una correcta homeostasis celular. La disfuncion
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proteica se puede dar por diversas causas; la edad celular es una de ellas, lo que provoca la

disminucion en la eficiencia para reciclarlas asi como desarreglos causados por especies reactivas.

La oxidacién de las proteinas se ha clasificado como reversible e irreversible. En el primer caso la
oxidacién se revierte debido a que esas proteinas tienen funciones redox; un ejemplo claro sucede
cuando el anion superoxido (O27) y el perdxido de hidrogeno (H202) originan la formacion de puentes
disulfuro entre grupos tioles de las cisteinas que se encuentran aledafias en la conformacion
tridimensional. De esta manera pueden activarse o desactivarse; adicional a este sistema, existe la

glutationilacion y la S-nitrosilacion (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernéandez, 2006).

En el caso de la oxidacion irreversible, las proteinas pierden sus propiedades y funcién porque ocurren
eventos de carbonilacion, rupturas de enlaces peptidicos, nitracion y enlaces proteina-proteina. En
cuanto al estrés oxidante, el principal radical causante de dafio es el radical hidroxilo (HO"), seguido
del oxigeno singulete ('O2). Eventos como la radiacién ionizante y la oxidacién catalizada por metales
son las otras dos causas de deterioro. En los procesos anteriores, el radical que se produce es el HO
"que al reaccionar con los hidrogenos (del C-a) de la estructura central de las proteinas, genera
radicales carbono estables que en presencia de oxigeno generan radical peroxilo. Subsecuentemente
el radical hidroxilo y una imina que se hidroliza producen una ruptura en el enlace peptidico. En el
caso de que el radical carbono obtuviera un hidrégeno generaria un hidroperoxido que se

descompondria en radical alcoxilo, causando a su vez ruptura en la cadena polipeptidica (Mirzaei y

Regnier, 2006).

Cabe mencionar que el HO™ no difunde fuera del sitio en donde se genera, por lo tanto reacciona

inmediatamente con estructuras y compuestos cercanos (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernéndez, 2006).

La carbonilacién ocurre principalmente en cinco aminoacidos a traves de cuatro rutas. La primera ruta

es una oxidacion directa:

1. prolina — 2-pirrolidona
lisina — semialdehido-a-aminoadiptico

arginina y prolina — semialdehido glutdmico

il

treonina — acido 2- amino-3-cetobutirico
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La segunda es provocada por la ruptura de la cadena polipeptidica por medio de la ruta de la o-
amidacion u oxidacion del acido glutamico, que conlleva a péptidos en donde el N-terminal se

encuentra bloqueado por un derivado a-cetoacilo.

En las ultimas dos rutas ocurren reacciones secundarias con moléculas que en su estructura poseen
grupos carbonilos. Modelo de ello es el grupo imidazol de la histidina o sulfhidrilo de la cisteina con
MDA o 4-hidroxi-2-nonenal o 2-propenal. También suelen darse por reaccion con cetoaminas,
cetoaldehidos y deoxionas, producto de la reaccidn con azlcares reductores o productos de oxidacidn
como el amino de residuos de lisina (glicacién y glicoxidacion) (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernéndez,
2006; Reverter, et al. 2004).

Los productos que cuantitativamente son mas abundantes durante eventos de carbonilacién en orden

descendiente son: semialdehido glutamico y semialdehido aminoadiptico.

Las proteinas que modulan el estado redox intracelular son de dos tipos: las que contienen tiorredoxina

(TRX) y las de glutation (GRX) (Herrero, et al. 2008). Ambos sistemas funcionan redundante y

cooperativamente. En S. cerevisiae se encuentran tresTrx’s: Trx1, Trx2 y Trx3, las dos primeras son
citosolicas y la tercera mitocondrial; su importante funcion es actuar sobre hidroperdxidos (Herrero, et
al. 2008).

En el caso de los sistemas de glutarredoxinas (GRX's) se ha detectado la expresion de cuatro en S.
cerevisiae; algunas son citoplasmaticas y otras mitocondriales. Su papel protector contra especies
reactivas es actuar sobre el anion superéxido e hidroperéxidos, lo que demuestra que sus actividades
cataliticas se sobrelapan parcialmente. Las que se localizan en nucleo tienen funciones regulatorias
redundantes sobre el factor de transcripcion Aft1, involucrado en la expresion de genes de asimilacion,
regulacion y homeostasis de hierro. La falta de Grx’s causa hipersensibilidad a oxidantes (Herrero, et
al. 2008). El sistema TRX y GRX tienen importancia vital al actuar sobre hidroperdxidos tanto internos

como externos.

Actualmente existen diversas técnicas para estudiar y analizar la produccién de residuos de grupos
carbonilos (cetonas y aldehidos) en proteinas. Todas tienen en comin el uso de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) que se une a los grupos carbonilo de los péptidos, originando un complejo

proteina- 2,4-dinitrofenil hidrazona (Mirzaei y Regnier, 2006; Vargas, et al. 2007).
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En la figura 6 se muestran cinco ejemplos de oxidacion.
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Figura 6. Ejemplos de dafos a moléculas y proteinas generados durante el estado de
estrés oxidante. En A) la oxidacidn de guanina (base nitrogenada) por radical hidroxilo y/u
oxigeno singulete que genera 8-hidroxiguanina. En B) la polimerizaciéon de la enzima
ADPribosa en el sitio de ruptura de la cadena del acido nucleico. C) Oxidacién (de una
proteina) reversible de la sulfosida de metionina e irreversible en la sulfona de metionina.
D) Oxidacion irreversible de proteinas, en los residuos de aminodcidos metionina y arginina,
dando origen al semialdehido glutamico. E) Oxidacién irreversible de proteinas. Residuo de
amindacido tirosina y fenilalanina se hidroxilan originando dihidroxifenilalanina (DOPA) y
dos radicales tirosilo que pueden formar ditirosina (Hansberg, 2002).

1.11.- MODELO DE ESTUDIO

Las levaduras son utilizadas como modelo de estudio debido a la relativa facilidad y economia con
que se manipulan, asi como la rapidez con que se logra obtener datos de relevancia cientifica y
tecnolégica. A grandes rasgos, son hongos unicelulares que tienen forma ovoidea, se reproducen por
gemacion o division y producen enzimas capaces de descomponer diversos compuestos organicos,
principalmente azlcares mediante la fermentacion alcohdlica o polioles via oxidacion para la obtencion

de energia (Garcia-Campos, 2013). En términos generales, S. cerevisiae ha sido utilizado como
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organismo modelo, no obstante, presenta caracteristicas y limitaciones que han hecho que los
cientificos fijen su interés en otras levaduras con potencial cientifico y biotecnolégico, por ejemplo, D.

hansenii.

Es un hongo hemiascomiceto de la familia Saccharomycetaceae del género Debaryomyces (Nakase,
et al. 1996). Dicho género se encuentra en numerosos habitats, desde condiciones con poca agua y
oxigeno hasta productos con gran cantidad de azlcar y sales (eurihalina, osmotolerante y
halotolerante) (Navarrete, et al. 2009; Norkrans, 1966; Marth, 1978; Tokuoka, 1993). Al contar con

plasticidad metabdlica para adaptarse a multiples condiciones (extremas) es considerada como una

“levadura no convencional” (Spencer, 2001).

Algunos investigadores iniciaron estudios sobre los cambios en la morfologia de esporas, anamorfos
y gemas de D. hansenii. Cuando era crecida a distintos valores de pHs, temperaturas, nutrientes y
sobre todo salinidad, se registraron cambios estructurales como disminucion en el numero de
mitocondrias, presencia de vesiculas, cuerpos granulares, ornamentaciones y formacion de pliegues
en la membrana plasmatica. Era muy claro que la inusual fisiologia se debia correlacionar con su

capacidad de supervivencia (Gezelius y Norkrans, 1970).

En el laboratorio se ha cultivado en medios con diversas fuentes de carbono (glucosa, galactosa,
etanol, metanol, etc.) que utiliza para efectuar la fermentacion aerobia y con rangos de salinidad que
inducen la produccion de solutos compatibles: glicerol y arabinitol, para balancear su concentracion

extracelular (Figura 7) (Nobre y Milton, 1985: Thomé-Ortiz, et al. 1998). Posee la cualidad de ser

oleaginosa: sintetizar, acumular y degradar lipidos con un maximo de 70% de su peso seco; aunque

a pH acido esta capacidad proteolitica-lopolitica se ve limitada (Sorensen y Samuelsen, 1996). Es

tolerante a toxinas y presenta actividad killer contra bacterias y otros hongos cuando es crecida en
medios que contienen NaCl y KCl y poca o nula oxigenacion. Usa variedad de fuentes de nitrégeno

(aminoécidos, nitritos, etc.) (Kurtzman y Robnett, 1998; Barnett, et al. 2000). De igual forma puede

hacer uso de algunos metales pesados; muestra de ello es el incremento en la produccién de

riboflavina al ser sometida a cadmio (Voronovsky, et al. 2004).

En cuanto al estudio de su genoma, el 79% es codificante y posee el 49% de DNA redundante

(Llorente, et al. 2000). Cuenta con la capacidad de reproducirse sexualmente por ascosporas; por

conjugaciéon heterogamica con dos células sexualmente diferentes en tamafio o forma. La
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reproduccion asexual sucede por gemacion multipolar. En forma haploide, ocasionalmente se agrupa

formando pseudomicelios primitivos que rara vez se desarrollan apropiadamente.

Se sabe que D. hansenii respira significativamente menos en presencia de NaCl (Gezeliu y Norkrans,
1970). El proceso de respiracién es un intercambio de electrones que se lleva a cabo en la mitocondria,
en donde se consume entre el 85-90% de oxigeno (Lushchak y Gospodaryov, 2005), hecho que la

hace ser la principal fuente productora de ROS. No obstante, crecer en una condicion aerdbica no es
la Unica fuente de especies reactivas: variaciones en el pH, nutrientes, temperatura, iones o radiacién

contribuyen a que los radicales aumenten sus niveles basales.

A) B)

Figura 7. Micrografias de D. hansenii. En A) Ascospora de D. hansenii tomada por
microscopia de barrido; se pueden observar ornamentaciones en respuesta al uso de
diferentes fuentes de carbono (Kurtzman, et al., 1975). En B) una micrografia de
microscopia de transmision de D. hansenii cultivada en medio rico YPD+1.2M de NaCl, en
ella se observan mitocondrias, organelos y una gema nueva (Kreger-Van y Veenhuis 1975).

En D. hansenii se estan estudiando las condiciones que generan “estado oxidante”, pues al ser un
organismo extremdfilo (eurihalino, osmo-, xero-, halo-, quimio- y criotolerante) no se ha podido
esclarecer cuéles son las condiciones perjudiciales. Algunos investigadores enfocaron su atencién en
estudiar la bioquimica, bioenergética y fisiologia; es decir, sobre sus caracteristicas y capacidades
para contender y adaptarse a condiciones extremas sin perjudicar su metabolismo y fisiologia. Por su

parte Segal-Kischinevzky (2011) y Ochoa* (1995), independientemente, concentraron su

investigacion en el estudio del “estrés oxidante”. Lo anterior con el propdsito de aprovechar su

potencial biotecnoldgico.
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2.- ANTECEDENTES

Se han hecho estudios pioneros en cuanto a la bioquimica y gendmica de D. hansenii. En 2011 Segal-
Kischinevzky y colaboradores reportaron que el uso de etanol como fuente de carbono y la presencia
de 0.6 M de NaCl eran determinantes para observar la presencia de la catalasa Ao T en experimentos
tipo Northern Blot (Figura 8).
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Figura 8. Northern blot de RNA total obtenido de D. hansenii. A la izquierda se muestra el
Northern blot de RNA de levaduras cultivadas hasta fase exponencial o estacionaria en
medios con glucosa (YPD y YPD+0.6M NacCl). En la derecha se muestra el Northern blot de
RNA de levaduras cultivadas hasta fase exponencial o estacionaria en medios con etanol
(YPEtOH y YPEtOH+0.6 M NaCl). Tomada de Segal-Kischinevzky et al. 2011.

En la figura 8 se muestra un experimento en el que se detectd que Dhcta se encuentra presente en
las cuatro condiciones de cultivo (YPD, YPD-NaCl, YPE y YPE-NaCl) y es mas abundante en etanol,
YPE y YPE-NaCl, ya sea en fase exponencial o estacionaria de crecimiento. Se observé que Dhctt
esta presente principalmente en los medios con glucosa con o sin NaCl. Con este resultado Segal-
Kischinevzky propuso que la fuente de carbono podia ser determinante para la expresién de una u
otra catalasa, es decir, Dhcta que codifica catalasa A para cuando se dispone de etanol (o alguna otra
fuente de carbono no fermentable) y Dhctt codificante para catalasa T cuando la fuente de carbono es

glucosa.

Los andlisis de actividad de catalasa mostraron que en fase exponencial de crecimiento en el medio
con etanol (YPE) esta actividad es 5 veces mayor en comparacion con medios de glucosa (YPD),
mientras que en la fase estacionaria se eleva 7 veces mas. En los cultivos con 0.6 M de NaCl, tanto

en etanol como en glucosa no hubo un aumento significativo de la actividad enzimatica. Para dar
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robustez a este estudio, se compard la actividad de catalasa de D. hansenii con la de S. cerevisiae,

obteniendo una menor actividad por parte de esta Ultima levadura (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad especifica de catalasa. Tomada de Segal-Kischinevzky et al. 2011.

La actividad de catalasa se midié en D. hansenii y S. cerevisiae crecidas en medio rico, con y sin sal, en fase exponencial y estacionaria.

* (mmoles de Hy020xidado/min/mg de proteina)
Fase de crecimiento del D. hansenni S. cerevisiae
cultivo/cepa

Exponencial Estacionaria Exponencial
YPD 73 1X 150 1X 5 1X
YPD+0.6 M NaCl 124 1.7X 40 0.3X 75 15X
YPE 380 5X 1050 7X 17 1X
YPE+0.6 M NacCl 360 5X 200 1.3X 135 14X

Mediante electroforesis de proteinas y zimogramas, Segal-Kischinevzky detecté la actividad de ambas

catalasas en medio YPD (Figura 9), por lo tanto, propuso que las catalasas (A y T) de D. hansenii
estan reguladas a nivel transcripcional por la fuente de carbono y a nivel postraduccional por la fuente

de carbono y presencia de sal.
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Figura 9. Zimograma de actividad de catalasa de D. hansenii. En el carril 1. Extracto crudo de medio YPD
fase exponencial; carril 2. YPD estacionaria; 3. YPD-NaCl exp; 4. YPD-NaCl est; 5. YPE exp; 6. YPE est; 7. YPE-
NaCl exp; 8. YPE-NaCl est, 9. Catalasa de eritrocito humano. En medio YPD est se detectd la actividad de
catalasa T. Tomada de Segal-Kischinevzky et al. 2011

En el afio 2012, con el fin de corroborar y analizar a detalle la transcripcion de las catalasas de D.
hansenii, Ramirez-Hernandez (2012) realizé una serie de experimentos tomando como antecedentes

el modelo experimental de_Segal-Kischinevzky. El primer método empleado fue la citometria de flujo

(CMF), una técnica multiparamétrica. Una suspension de células pasan delante de un haz de luz
blanca laser focalizada, la dispersion de dicho rayo se registra y es convertida de sefiales Opticas a
electrénicas que son digitalizadas mostrando dos pardmetros medidos en una misma célula: tamafioy

complejidad. Pa ra medir los parametros antes mensionados, se cultivé a la levadura en medio YPD,
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YPD+0.6 M NaCl, YPEtOH y YPEtOH+0.6 M NaCl hasta fase exponencial, ademas se marco con

fluorescencia, diacetato de diclorodihidrofluorosceina (H.DCFDA) el contenido de peroxido de

hidrégeno y con dihidroetidio (DHE) el contenido de anién superdxido.

La citometria de flujo reveld que las células de mayor tamafio son las que crecen con glucosa (Tabla

2). La concentracién de NaCl no influye sobre este parametro. Al aplicar la prueba de Tukey, se

determind que solo la fuente de carbono influye en este parametro.

Tabla 2. Tabla de valores relativos de tamaiio y complejidad de las células de D. hansenii.

D. hansenii
YPD YPD+0.6 M Nacl YPEtOH
Tamaio 478.5 466 434
Complejidad 845.4 697 836.5

YPEtOH+0.6 M NaCl
423
808.5

Con la complejidad celular, se encontrd que las células crecidas en etanol muestran mayor cantidad

de granulosidad (particulas, organelos, iones, proteinas, etc.), esta disminuye con la presencia de

NaCl, sin embargo, no existen diferencia significativa entre los grupos de células (Figuras 10y 11).
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Tukey HSD test; Variable: FSC (por separado)

D. hansenii Marked differences are significant at p < 05000
TR
M 25 al 28 M=478.50 M=466.00 | M=434.00 | M=423.00
YPD DCFH {1} 0.792623 0.044089| 0.014546
YPD NaCl DCFH {2} 0.792823 0161344 0.051506
YPD OH DCFH {3} 0.044089 0161344 0.846338
YPOH NaCLO DCFH {4} | 0.014546 0.051506 0846338
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‘YPD DCFH

‘YPD OH OCFH
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Figura 10. Graficas comparativas del tamaio celular. A la izquierda se muestra la grafica de
tamafio celular y a la derecha un recuadro con los valores obtenidos mediante la prueba de
Tukey, en rojo los que tienen significancia estadistica.
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D. hansenii

e ——— Tukey HSD test; Variable: SSC (por separado)
050 e D. h ii Marked differences are significant at p < .05000
O Mean [ MeansSE T MeansSD {1} ] 3 4
LEVA 1 IM=845.50 | M=697.00 | M=836.50 | M=B08.50
900 YPD DCFH {1} 0.067795 0.997778 0.576657
YPD NaCl DCFH {2} 0.067795 0.087522  0.191427
- . YPD OH DCFH {3} 0.997778 0.087522 0.940289
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Figura 11. Graficas comparativas de la complejidad celular. En el lado izquierdo se muestra
la grafica de complejidad celular y a la derecha los resultados de la prueba de Tukey; no hay
diferencias entre las condiciones de cultivo.

Con respecto a los fluorocromos para H.0, y O2", Ramirez-Hernandez (2012) obtuvo que en YPD y
YPEtOH+0.6 M NaCl se tiene la mayor concentracion de perdxido de hidrogeno y de anién superdxido,

estos datos no concuerda con el tamafio y complejidad obtenidos (Figura 12).

30
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Figura 12. Grafica de contenido relativo de peréxido de hidrogeno y anién superdxido en
D. hansenii. El contenido de radicales de oxigeno fue medido mediante DCFH-DA (verde)
para peréxido de hidrégeno y DHE (rojo) para anién superdxido en células provenientes de
4 condiciones de cultivo, YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPEtOH y YPEtOH+0.6 M NaCl.
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Con estos resultados se obtuvieron dos conclusiones. La primera es que el tamafio y complejidad
indican que la condicion de crecimiento ideal para D. hansenii es el medio rico YPD+0.6 M NaCl pues
se presenta un balance entre tamafio y contenido granuloso. La segunda conclusion fue que, al no
considerar a la pared celular como una barrera de permeabilidad, no se tomé en cuenta que ésta
puede intervenir en la difusiéon de los fluorocromos y por ende en su reaccién, por lo que estos

resultados pueden no ser correctos.

La segunda parte de experimentos consistié en estandarizar y realizar RT-qPCR (retrotrancripcion
cuantitativa de la Reaccién en cadena de la polimerasa) de los dos genes de catalasa de D. hanseni.
RT-gPCR es una técnica en la que se sintetizan moléculas de DNA a partir de un templado de mRNA,
permitiendo amplificar y cuantificar a las moléculas recién sintetizadas. El analisis de los datos
arrojados se realizd de manera relativa con el método de la 222¢t, Se elige una condicion de
crecimiento y un gen que fungen como estandarizadores de la expresion, considerada como 1, a partir
de este valor se sacan las diferencias (en proporcién). Para este andlisis los estandares fueron el
medio YPD y el gen de rRNA26S (DhrRNA26S. El analisis de 2722t sugirié que el gen Dhcta disminuia
su expresion en todas las condiciones de cultivo con respecto a la condicion estandar. El gen de Dhctt,
mostré aumento de expresion en YPD+0.6 M NaCl (Figura 13). Ramirez (2012) concluyé que los
resultados no eran certeros debido a que la expresion del gen de referencia DhirRNA26S variaba su

expresion al igual que los genes experimentales. No fue posible apreciar los cambios de expresion.

COMPARACION DEL B
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< Hl Dnctt
RELATIVA S 3
<<
=
MEDIO YPD 1 1 =
o 21
MEDIO YPD+0.6 M NaCl 0.397  3.176 g
»
MEDIO YPEtOH 0.371 0.876 N
;
w
MEDIO  YPEtOH+0.6 M NaCl ~ 0.124  0.222 0-

YPD YPD-NaCl YPEtOH YPEtOH-NaCl

Figura 13. Niveles de expresion relativa de mRNA de genes Dhcta y Dhctt. En A se
muestran los valores de expresién relativa de Dhcta y Dhctt, el gen normalizador fue
DhRNAZ26S y condicién normalizadora YPD. En B se encuentra la grafica de valores de
expresion relativos.
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La experiencia anterios resulté primordial para desarrollar, mejorar y corregir las técnicas para buscar

los cambios genoémicos y bioquimicos que producen las ROS en D. hansenii.

El sistema de detoxificacion de especies reactivas no se centra sdlo en las catalasas. Por ello, en esta
tesis se muestra una propuesta de andlisis global que incluye estudiar a las enzimas antes
mencionadas y a la superoxido dismutasa, debido a que las dos enzimas participan en la dismutacion
de las ROS que dan origen a sefializaciones y a radicales altamente dafiinos. Se abordara su
presencia y actividad en dos distintas fuentes de carbono (glucosa o etanol) y concentraciones de sal
(NaCl). Ademas se intenta dilucidar cual de estas condiciones es capaz de causar dafios a
biomoléculas mediante una técnica que mide el contenido de grupos carbonilo en extractos crudos.
En cuanto al dafio de la ultraestructura celular, mediante la técnica de TBARS se obtendra el grado
de lipoperoxidacion de los acidos grasos de la membrana plasmética. Finalmente, con RT-gPCR se
determinaran los niveles de expresion de los tres transcritos de las enzimas antioxidantes, Dhcta para
catalasa A, Dhctt para catalasa T, asi como Dhsod, transcrito de superdxido dismutasa de Cu-Zn de

D. hansenii.
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3.- HIPOTESIS

+ Si la fuente de carbono y diferentes concentraciones de NaCl provocan dafio oxidante en el
crecimiento de D. hansenii, entonces la expresion de las enzimas antioxidantes catalasas y
superoxido diamutasa estara regulada transcripcional y/o pos-transcripcionalmente y habra

una mayor formacion de malondialdehido y de grupos carbonilo en las condiciones de estrés.
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4.- OBJETIVO

Obtener informacion y analizar los cambios en el estado redox de D. hansenii como consecuencia de

la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

4.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar en 6 diferentes medios de cultivo: YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPD+1.2 M NaCl, YPEtOH,
YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH+1.2 M, el tiempo que le toma a la levadura D. hansenii
duplicarse, determinando en una curva de crecimiento la fase de adaptacion (lag) y el

crecimiento exponencial hasta llegar a fase estacionaria de crecimiento.

Determinar, analizar y comparar la actividad total de superdxido dismutasa y catalasa de D.
hansenii cuando es crecida hasta fase estacionaria en 6 distintos medios de cultivo; YPD,
YPD+0.6 M NaCl, YPD+1.2 M NaCl, YPEtOH, YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH+1.2 M NaCl.

Medir, analizar y comparar el contenido de grupos carbonilo en extractos crudos de D.
hansenii cultivada hasta fase estacionaria en 6 medios distintos: YPD, YPD+0.6 M NaCl,
YPD+1.2 M NaCl, YPEtOH, YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH+1.2 M.

Medir, analizar y comparar el contenido de malondialdehido (MDA) en la membrana
plasmatica de céluas de D. hansenii cuando la levadura es cultivada hasta fase estacionaria
de crecimiento en 6 medios de cultivo diferentes: YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPD+1.2 M NaCl,
YPEtOH, YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH+1.2 M.

Llevar a cabo una cuantificacion relativa por medio de la técnica RT-qPCR de los transcritos
Dhcta, Dhctt y Dhsod1 que corresponden a enzimas con actividad antioxidante (catalasa A,
catalasa Ty Cu-Zn superdxido dismutasa respectivamente) de D. hansenii crecida hasta fase
estacionaria cultivada en los medios: YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPD+1.2 M NaCl, YPEtOH,
YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH+1.2 M. Ademas de determinar si existe regulacion a nivel de

la transcripcion.
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5.- MATERIAL Y METODOS
5.1.- CEPA, MEDIOS DE CULTIVO Y PRE-CULTIVOS

Para llevar a los experimentos se utilizo la cepa silvestre de D. hansenii Y7426, la cual no contiene
ninguna auxotrofia ni modificacién genética. Para las distintas condiciones de cultivo se utilizé medio
rico YPD que contiene extracto de levadura (Y) 1%, peptona de caseina (P) 2% y dextrosa anhidra (D)
2%. El medio de cultivo no fermentable YPEtOH contiene etanol (EtOH) 2% (v/v), en lugar de dextrosa
anhidra. En ambos medios se afiade 0.6 M 6 1.2 M de cloruro de sodio (NaCl) segun se requiera y se
cultivan a 28°C con agitacion constante por el tiempo deseado. El pre-cultivo se realizé en medio
YPD+0.6 M NaCl a 28°C en agitacion constante por 72 horas. Transcurrido este tiempo se centrifugd
y lavé dos veces con agua estéril, se resuspende en 1mL de agua e inocula los medios experimentales
a DOgoonm= 0.05.

5.2.- CURVAS DE CRECIMIENTO Y CONTEO CELULAR

Una vez que se inocularon los medios de cultivo experimentales YPD, YPD+0.6 M NaCl, YPD+1.2 M
NaCl, YPEtOH, YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH 1.2 M NaCl se tom6 1 mL y se midi6 la D.O. a 600
nm en un espectrofotémetro; a la par se contd el numero de células con una camara de Neubauer.
Para ambas técnicas se hicieron diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 cuando asi se requiri6. Se tomaron
muestras alas 0, 2, 4,6, 8 y 10 h, el segundo dia se muestred a las 24, 27, 29 y 31 h, el tercer dia se
tomaron a las 48, 52, 54 y 57 h y el cuarto dia las muestras fueron tomadas a las 74y 76 h. El tiempo
de duplicacion se calcul6 a partir de la pendiente generada en la fase exponencial de crecimiento y el

numero de células por mililitro (células/mL) a partir de la siguiente formula:
CONCENTRACION= (# células x 10,000) / (cuadrantes x dilucién)
5.3.- OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS

Una vez que transcurri6 el periodo de crecimiento por el tiempo requerido, los 6 medios experimentales
se centrifugaron y lavaron dos veces con agua milliQ; la pastilla de células se disolvié en amortiguador
de fosfatos (sodio, Na) 50 mM, pH 7.8, frio. Se transfirid a un tubo de vidrio, se afiadieron % de volumen
de perlas de vidrio de 710-1180 p, para romper las células agitando en vortex por un minuto x un

minuto de reposo en hielo, 5 veces. EI homogeneizado se centrifugd dos veces a maxima velocidad
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en una centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415C para retirar los restos celulares, se colect6 el

sobrenadante y se mantuvo a 4°C.
5.4.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para calcular la concentracion de proteinas totales de los extractos crudos, se puso a reaccionar 1 mL
de reactivo de Bradford (Quick Start Bradford Protein Assay de BioRad, 5X) en dilucién 1X con
volumenes diferentes de extracto crudo (1, 2'y 5 pL) por cinco minutos a temperatura ambiente y se
ley6 la absorbancia a 590 nm. Para construir una curva estandar se usaron concentraciones crecientes
de albumina de suero bovino (BSA: 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 ug de proteina/mL).

5.5.- ACTIVIDAD DE CATALASA

La actividad especifica de catalasa se midié por el método reportado por Aebi (1984), con algunas
modificaciones. En una celda de cuarzo se colocaron 2.9 mL de amortiguador de actividad de catalasa
(NaH2PO4 100 mM, pH7.0, Tritén X-100 al 0.01%), 100 pL de sustrato (H202 500 mM) y alicuotas de
1-5 L del extracto crudo de cada condicion. En este método se determina la desaparicion del peroxido
de hidrégeno por el decaimiento en la absorbancia a 240 nm durante tres minutos. La actividad
especifica de catalasa se obtiene dividiendo la pendiente por minuto por el factor de dilucion por el
coeficiente de extincion molar de la catalasa entre el contenido total de proteina en la muestra:
A& [(mmin/e/V,,:P)/mgP/mL] = mM Hz02 oxidade/min/mgP

Actividad especifica = mmin/e/mg de proteina

mmin: Pendiente por minuto del decaimiento en la absorbancia a 240nm
¢: Coeficiente de extincion molar: 0.0422 M/cm (Nelson y Kiesow, 1972)
VextP: Volumen de extracto proteico usado en el ensayo (mL)

mgP: Concentracion de proteina por mililitro

5.6.- ACTIVIDAD TOTAL DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La actividad de la SOD se midi6 por la capacidad de esta enzima de inhibir la reduccién del nitroazul
de tetrazolio (NBT) por los aniones superoxido generados en el sistema de la xantina-xantina oxidasa.
En tubos de vidrio se colocaron 160 L de la mezcla de reaccion, 10 uL de xantina oxidasa comercial
y alicuotas de 1-5 L de extracto crudo; se agitan en vortex por 30 segundos y se dejan reaccionando

por 15 minutos. La reaccién se detuvo agregando 132 uL de CuClz 0.8 mM y se mide la absorbancia
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a 560 nm. Adicionalmente se preparan cuatro tubos con el mismo tratamiento a excepcién de la
muestra, que servieron como blanco. El espectro se calibra a 560 nm con la mezcla de reaccion. A
partir de los resultados obtenidos se calculan las unidades (U) de enzima por miligramo de proteina
(U/mgP).

MEZCLA DE REACCION

3mL Xantina 0.3 mM
1.5mL NBT (nitroazul de tetrazolio) 150 uM
1.5mL EDTA 0.6 Mn
750 pL Na2CO3 400 mM
450 pL H,0

5.7.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (PAGE, POLYACRILAMIDE GEL
ELECTROPHORESIS, Laemmli 1970)

La electroforesis es una técnica para separar biomoléculas de acuerdo a su carga y peso molecular

mediante un soluto idnico y un campo eléctrico.
5.7.1.- GELES EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES

En este tipo de geles se empleé SDS para desnaturalizar las proteinas, pues rompe las interacciones
no covalentes que determinan la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. Los grupos alifaticos
dodecil se colocan en el interior de la muestra, mientras que los grupos sulfato en la superficie. Todos
los complejos SDS-proteina toman carga neta negativa (que excede la carga normal de las cadenas

de aminoacidos) (Garcia-Pérez, 2000), de esta manera se pueden separar las cadenas polipeptidicas

por su masa molecular.

El gel separador se hizo al 10% y el gel concentrador al 4.5% de acrilamida y bis-acrilamida (N, N'-
metilen-bis-acrilamida) el gel concentrador. Se colocaron las muestras de proteina que previamente
se incubaron con amortiguador de carga 4 X por cinco minutos a 95°C. Como marcador de peso
molecular se us6 Kaleidoscope (5 L) de la marca Bio Rad. La electroforesis se corrié por 90 minutos
a 150-200 volts en amortiguador de corrida 1X.
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GEL SEPARADOR SDS, 10% GEL CONCENTRADOR SDS, 4.5%

H.0 41ml H20 6.1 mL
Tris 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4% 2.5mL Tris 0.5 M pH6.8, SDS 0.4% 2.5mL
Acrilamida 30%- Bis acrilamida 3.33 mL Acrilamida 30% - Bis acrilamida 1.33mL
PSA10% 130 pL PSA10% 130 pL
Temed 30 L Temed 30 uL

AMORTIGUADOR DE CORRIDA

Tris 1.5% AMORTIGUADOR DE CARGA

Glicerol 20%
Glicina 7.2%

Tris-HCl pH6.8 0.5M
SDS 0.5%

Azul de bromofenol 0.05%

5.7.2.- TINCION DE GELES EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES

Los geles desnaturalizantes se dejaron en agitacion por 10 minutos con 50 mL de azul de Coomasie
(acido acético 10%, metanol 10%, azul de Coomasie G-250 0.1% aforado a 100 mL con agua milli-Q).
Transcurrido el tiempo se recuperd la solucion anterior y el gel se lavé dos veces con agua corriente;
después de los lavados se sumergi6 en 100 mL de solucién destefidora | (etanol 50%, &cido acético
10%) en agitacion por 10 minutos, se retir6 la solucion anterior y se lavé dos veces con 100 mL de

solucion destefiidora Il (etanol 10%, &cido acético 10%) hasta obtener fondo claro.
5.7.3.- GELES EN CONDICIONES NATIVAS

Los geles nativos se hacen para conservar la estructura nativa de las proteinas, en este caso, de
catalasas y superdxido dismutasa. El gel separador fue hecho al 7.5% y el gel concentrador al 4.5%,
respectivamente, en cuanto al contenido de acrilamida-bis-acrilamida. Por cada muestra se cargaron
20 ug de proteina con amortiguador de carga 1X 'y no se calentd. El gel se corrié por 23 horas a 25

volts en amortiguador de corrida 1X.

GEL SEPARADOR 7.5% GEL CONCENTRADOR 4.5%
H.0 4.8 mL H20 6.1 mL
Tris 1.5 M pH 8.8 2.5mL Tris 0.5 M pH6.8 2.5mL
Acrilamida 30%- Bis acrilamida 2.5mL Acrilamida 30%- Bis acrilamida 1.33mL
PSA10% 130 pL PSA10% 130 pL
Temed 30 pL Temed 30 pL
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AMORTIGUADOR DE CARGA 4X

Glicerol pH 6.8 20%
Tris-HCI 0.5M
AMORTIGUADOR DE CORRIDA
- Azul de bromofenol 0.05%
Tris 1.5%
B-mercaptoetanol 5%
Glicina 7.2%

5.7.4.- TINCION PARA OBSERVAR ACTIVIDAD DE CATALASA

Para observar la actividad de catalasa, una vez desmontados los geles se lavaron tres veces con agua
corriente por un minuto y se incubaron en una solucién de H.02 100 mM por 15 minutos en agitacién
constante. Posteriormente se lavaron tres veces con agua corriente, el gel se sumergio en una solucion
1:1 de ferricianuro de potasio:cloruro férrico (1 g de cada reactivo disuelto en 50 mL de agua por
separado y se juntaron justo antes de vaciar) en agitacién constante por 15 minutos y se retir6 el

exceso de colorante con agua.
5.7.5.- TINCION PARA OBSERVAR ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA

Cuando se desmontaron los geles, se lavaron tres veces con agua corriente. A continuacion, se
incubaron en una solucién de 0.120 uM de NBT disuelto en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH7.8 a
37°C por cinco minutos en agitacién constante. Transcurrido el tiempo se retiré el colorante lavando
con agua el gel se incubd por 30 minutos en una solucién que contiene rivboflavina 0.26 mM y TEMED
0.15 mM disueltos en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.8. Para finalizar se lavé una vez con agua

y se dejé bajo luz blanca hasta revelar la actividad de SOD.
5.8.- CARBONILACION DE PROTEINAS

Se colocd una alicuota de 0.5 mg de proteina en un tubo de polipropileno de 1.5 mL con 100 L de
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM disuelta en HCI 2 M. Se agité en vortex por 30 s y se dejé
reposar por 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se agregaron 30 pL de &cido
tricloroacético (TCA) 100%. Las muestras (extracto crudo) se colocaron 5 minutos en hielo, se
centrifugaron dos minutos a 13,000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5415C, se descart6 el
sobrenadante y se adicionaron 500 L de acetona fria 100%; esta mezcla se sonic6 por 30 s y enfrié
5 minutos a -20°C. Las muestras se centrifugaron dos minutos a 13,000, se retir6 el sobrenadante y
las pastillas se dejaron secar a temperatura ambiente. Las pastillas se disolvieron en 200 pL de
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guanidina 6 M, se sonicaron e incubaron a 60°C por 30 minutos. Se leyd la absorbancia a 375 nm, en

el espectrofotémetro que se calibré con agua MilliQ.
5.9.- OBTENCION DE ESFEROPLASTOS

Para la obtencidn de esferoplastos se usa la metodologia implementada por Avéret (1998) y Cabrera-

Orefice (2014). A una pastilla de 108 células de D. hansenii se le agreg6 1 mL de amortiguador SH (-
mercaptoetanol 5 M, Tris 1 M, pH 9.3) y se incub6 10 minutos a 30°C, posteriormente se centrifugaron
por 5 minutos a 3,000 rpm en una centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415C, se descarté el sobrenadante
y la pastilla se lavé dos veces con amortiguador de lavado (KCI 0.5 My Tris 10 mM, pH 7.0). Las
muestras se resuspendieron en 2 mL de amortiguador de digestion (sorbitol 1.35 M, EDTA 1 mMy
amortiguador de fosfatos 0.2 M, pH 7.4) y 1.5 L de zimoliasa (10 mg/mL) e incubaron por 30 minutos
a 30°C. Las muestras se lavaron con amortiguador de protoplastos (1.2 M sorbitol y 10 mM tris-malato,

pH6.8) y se resuspendieron en 2 mL de amortiguador de fosfatos (sodio) 50 mM, pH7.8.
5.10.- TBARS (SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO)

Se colocaron 2 mL de esferoplastos en tubos de vidrio y se agregaron 2 mL de &cido tricloroacético
(TCA) al 30%, se centrifugaron por 15 minutos a 3,000 rpm en una centrifuga Eppendorf Centrifuge
5415C y se recuperaron los sobrenadantes. A 1.5 mL de cada sobrenadante se le afiadié 1 mL de
acido tiobarbitirico (TBA) al 0.67%, esta mezcla se hirvié por 20 minutos a 100°C. Los tubos se
enfriaron inmediatamente en hielo y se leyd la absorbancia a 535 nm. El espectrofotdmetro se calibré

con agua MilliQ.
5.10.1.- CURVA ESTANDAR DE MDA

Para la construccion de la curva estandar se utilizé 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO), ya que este
compuesto al someterse a hidrdlisis acida produce malondialdehido, producto que se mide en la

peroxidacion lipidica. La estequiometria de esta reaccion es:
1 mol TMPO — 1 mol MDA

Se prepard una solucién solucién “A” con 0.01 g de TMPO disuelto en amortiguador de fosfatos 100
mM, pH 7.4. Se tomé una alicuota de 10 uL de la solucién “A” y se prepard una solucion “B” con 0.121

mg de TMPO en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.4. De la solucion “B” se tomaron cantidades
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crecientes de 0 a 320 uL (0, 10, 20, 40, 80, 160, 240 y 320 pL), se aforaron a 1mL con amortiguador
de fosfatos 20 mM, pH7.4, se agreg6 1 mL de acido tricloroacético (TCA) 30% e incubd por 15 minutos
a temperatura ambiente. Tras lo cual se tomé una alicuota de 750 pL y se adicionaron 500 uL de TBA
al 0.67%,; se hirvieron por 20 minutos, se enfriaron rapidamente y se leyd la absorbancia a 535 nm. El

espectrofotometro se calibré con agua MilliQ.
5.11.- SELECCION DE GENES CONSTITUTIVOS A EVALUAR MEDIANTE RT-qPCR

Como se menciond en los antecedentes, el gen que inicialmente se eligid como constitutivo
(DhRNA26S) variaba considerablemente su expresion de una condicidn a otra. Por esta razdn se
buscaron genes que se expresaran de manera constitutiva. En este trabajo se tomaron como
referencia estudios sobre genoma minimo, realizando una busqueda exhaustiva sobre genes
indispensables para la supervivencia de las células y que no modificaran su comportamiento o lo
hicieran minimamente, bajo diversas condiciones como cambios en pH, salinidad, disponibilidad de

oxigeno, etc.
Los genes elegidos como posibles constitutivos fueron:

o Fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa: Esta enzima es la primera de la via de la
biosintesis de la fosfatidiletanolamina (PE), lipido que forma parte fundamental de la
membrana plasmatica en D. hanseniiy no cambia su proporcion de contenido en la membrana
en un rango de pH de 4 a 6 (Turk, et al. 2007; Mendinger y Devine, 1965).

e Proteina S3 de la subunidad 40S ribosomal: En estudios en organismos dipteros como
Aedes aegypti ha sido utilizado como gen de referencia y se demostrd su estabilidad. Debido
a que D. hansenii y A. aegypti pertenecen al mismo dominio se realizo la busqueda de este

gen en su genoma para hacer las pruebas pertinentes (Bedoya-Pérez, et al. 2013).

e Subunidad grande de la enzima ribonucleétido reductasa (RNR): Esta enzima es
necesaria para mantener reservas suficientes de dNTP’s (bases puricas o pirimidinicas) para
la sintesis de DNA (Herrero, et al. 2008; Korch, et al. 1974; Burns, 1964).
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e Subunidad ribosomal 26S (DhrRNA26S): En experimentos anteriores se us6 las
subunidades ribosomales (26S y 18S en eucariontes) como controles constitutivos, pues se

penso que su expresion se mantenia constante a lo largo del crecimiento del cultivo.

GENES DE PROTEINAS ANTIOXIDANTES A EVALUAR Dhcta, Dhctt y Dhsod

Los genes cuya expresion fue evaluada son:
e Dhcta: Gen de la catalasa A, peroxisomica.
o Dhctt: Gen de la catalasa T, citoplasmica.

e Dhsod: Gen de la superdxido dismutasa de Cu-Zn.
5.11.1.- DISENO DE OLIGODESOXIOLIGONUCLEOTIDOS

Con el uso de herramientas bioinformaticas disponibles en linea, se disefiaron 7 pares de
desoxioligonucledtidos (cuatro genes constitutivos y tres a evaluar, Dhcta, Dhctt y Dhsod1). Se
identificaron las regiones conservadas y variables en los genes y se confirmd que los
desoxioligonucledtidos fueran inter e intraespecificos, usando bases de datos como la de
GENOLEVURES, NCBI, BioSyc, Kegg, SGD, entre otras.

5.12.- EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE D. hansenii

A un tubo de polipropileno de 2 mL que contiene una pastilla de células de D. hansenii provenientes
de un cultivo de 24 h, se le adicionaron 200 L de solucion de lisis, 200 uL de PCl y % partes de perlas
de vidrio de 710-1180 . Se agité un minuto en vortex y se colocd en hielo, repitiendo cinco veces. Al
homogeneizado se le afiadieron 200 uL de amortiguador TE y se centrifugd, recuperando la fase
acuosa. A continuacion, se mezcld por inversion con 1 mL de EtOH 100%, se centrifugd, retir6 el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié en H.O. La muestra se incubé cinco minutos a 57°C con
RNAsa 10 mg/mL. Posteriormente se precipitd agregando acetato de amonio 4 M y etanol 100%.
Después de centrifugar, la pastilla se lavé una vez con etanol 70%, dos veces con PCl y una vez con
Cl. Se le agregd 1/10 de volumen de NaOac 3 M (pH 5.2) y dos volumenes de EtOH 100% y la mezcla
se dejé por 30 minutos a -70°C. Al finalizar el tiempo de congelacion la muestra se centrifugé, se lavd

con etanol 70%, se sec6 y se resuspendi6 en 30 uL de agua libre de nucleasas.
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SOLUCION DE LISIS Cl cloroformo: alcohol-isoamilico 24:1

NaCl pH 8.0 100 mM
Tris-HCI 10 mM
Na;EDTA 1 mM 1mM PCI fenol: cloroformo: alcohol-isoamilico
Triton X-100 2%
SDS 1%
TE pH 8.0
Tris-HCI 10 nM
EDTA 1mM

5.12.1.- AMPLIFICACION CON DESOXIOLIGONUCLEOTIDOS EN DNA GENOMICO
DE D. hansenii

La prueba de amplificacién de cada gen se llevo a cabo en un volumen final de 50 uL; 1 pL de
desoxioligonucleétido hacia delante (sentido) 200 nM, 1 uL de desoxioligonuclettido de reversa
(antisentido) 200 nM, 2 pL de dNTPs 10 mM, 5 pL de amortiguador de reaccion 10X, 2.5 pL de
amortiguador MgCl 2.5 mM, 0.5 UL de DNA polimerasa, 1 L de DNA genémico y 37 UL de H20 libre
de nucleasas. El programa utilizado para la prueba de amplificacion fue el siguiente:

1. 5 minutos a 94°C
1 minuto a 94°C
1 minuto a 55°C :|' > cielos
1 minuto a 72°C
1 minuto a 94°C
1minuto a 58°C ]' 30 ciclos
1 minuto a 72°C

10 minutos a 72°C
8°C -0

© ®©® N o g ke w N

5.13.- EXTRACCION DE RNA TOTAL

Para la extraccion de RNA se sigui6 la metodologia de Schmitt (1990), modificada por Calderén (2006).
A partir de un pre-cultivo se inocularon los seis medios experimentales (YPD, YPD+0.6 M NaCl,
YPD+1.2 M NaCl, YPEtOH, YPEtOH+0.6 M NaCl y YPEtOH 1.2 M NaCl) con la levadura D. hansenii
a una DOgoonm= 0.05 y se dejaron crecer durante 72 h. Transcurrido el tiempo de crecimiento los seis

medios se centrifugaron a 3,000 RPM en una centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415C, se descarté el
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sobrenadante. Las pastillas de células se lavaron y resuspendieron en amortiguador AE a 4°C con 5
uL de dietil pirocarbonato (DEPC), se agitaron en vortex por unos segundos, la suspension se transfirio
a un microtubo de 2 mL que contenia % de perlas de vidrio de 710-1180 p, 450 L de fenol &cido y 40
L de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% y se incub6 por 10 minutos a 65°C. Cada 5 minutos los
microtubos se agitaron por 30 s. Al terminar de incubar las muestras se enfriaron a -70°C por 5
minutos, se centrifugd recuperando la fase acuosa, se lavdo dos veces con 500 pL de
fenol:cloroformo:isoamilico (PCl), se precipité con 0.1 volumen de acetato de sodio 3 My 2.5
volumenes de etanol 100% y se dejé a -70°C por 30 minutos. Una vez que las muestras se sacaron
de congelacion, se centrifugaron, la pastilla se lavé con etanol 75%, se dej6 secar y se resuspendié

en H,O-DEPC. Las muestras se guardaron a una temperatura de -70°C hasta su uso.

AMORTIGUADOR AE
CH3COONa 50 mM
EDTA 10 mM

5.14.- CUANTIFICACION DE RNA TOTAL

La pureza y el contenido de RNA (ng/uL) se determind mediante el uso de un nanoespectrofotometro,
leyendo la absorbancia a 260 nmy 280 nm. El cociente D0260/DO2s0 con valor de 2.0 indica una calidad
de RNA 6ptima, valores inferiores a 2.0 (>1.95) indican presencia de DNA, proteinas, fenol u otros
compuestos organicos. El cociente de DO2s0/DO230 con valores superiores a 2.0-2.2 indican presencia

de contaminantes como trizol, EDTA o carbohidratos.
5.15.- DIGESTION DE DNA GENOMICO

Con el fin de tener amplificaciones especificas en los ensayos de qPCR, se elimin6 el DNA genémico
que pudieran contener las muestras mediante el uso de la DNAsa, RQ1 RNAse-Free DNAse de
Promega Products. Por cada 1 ug de RNA en las muestras se adiciond 1 U de RQ1 RNase-Free
DNase de Promega Producty 1 L de RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Amortiguador; la mezcla
se incub6 a 37°C por 30 minutos. Para detener la digestion se adiciond 1 L de RQ1 DNase Stop
Buffer por cada unidad de enzima y se calentd durante 10 minutos a 65°C. Concluida la digestion, las
muestras se observaron en una electroforesis desnaturalizante, cuantificaron, alicuotaron y guardaron

a -20°C hasta su uso.
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5.16.- ELECTROFORESIS DE RNA

La técnica de electroforesis en condiciones desnaturalizantes permite visualizar la integridad del
mRNA. Se prepar6 un gel de agarosa al 1% con formaldehido 2.4% en MAE 1X y amortiguador de
corrida (formaldehido 3% en MAE 1X). En un microtubo se colocaron 5 yg de RNA total con
amortiguador de carga 1.25 Xy GelRed, se incubaron 15 minutos a 56°C y se cargaron en el gel. La

electroforesis se corrié por una hora a 112 volts.

AMORTIGUADOR DE CARGA 1.25X

MAE 10X

Formamida 2.2 mL
MOPS 200 Mm

Formaldehido 800 uL
Acetato de sodio 50 Mm MAE 10X 500 pL
EDTA 10 Mm Glicerol 400 uL
Ajustar pH 7.0, esterilizar por filtracién y guardar Azul de bromofenol 100 pL

4 0

en frasco dmbar a 4°C. Guardar a -202C

5.17.- ENSAYOS DE RT-qPCR

Los experimentos de RT-qPCR se llevaron a cabo en un volumen de 10 uL; con 50 ng de RNA, 30 nM
de desoxioligonucleotidos 200 nM, 5 uL de Master Mix, 0.125 uL de enzima RT y volumen variable de
H-0, acoplado al kit ONE STEP de Qiagen, el cual usa como fluorocromo al SybrGreen. El equipo

empleado para realizar este experimento fue el Rotor Q de Qiagen y se utiliz6 el siguiente programa:
1.- 10 minutos a 55°C para retrotranscribir el RNA
2.- 7 minutos a 95°C para inactivar a la retrotranscriptasa y activar a la polimerasa
3.- 10 s a 95°C para desnaturalizar el DNA complementario
40 ciclos

4.- 20 sa 58°C para alineamiento de desoxioligonucleétidos

5.- Analisis de disociacion del amplicon (Tm) en un rango de temperatura de 60°C - 95°C

aumentando 1°C cada s.
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5.17.1.- ANALISIS DE LA EXPRESION Y VALIDACION DE GENES DE REFERENCIA

Los analisis sobre la estabilidad y variacion en los niveles de expresion de los genes de referencia
fueron realizados con el programa NormFinder. También se realizo un anélisis estadistico de forma

manual.

5.17.2.- CUANTIFICACION

La cuantificacion en RT-gPCR que se realiz6 fue relativa, el cambio en los niveles de expresion de
RNA interpretado como DNA complementario del gen a estudiar contra el gen de referencia
(housekeeping) (Pfaffl, 2004). La expresion de los genes de referencia debe ser constante en todas
las condiciones a estudiar. Ademas se recomienda usar uno o varios para corregir la variacion no
especifica, como las diferencias en la cantidad y calidad de la muestra (mRNA) ya que puede afectar

la eficiencia de la reaccion.

El método de la 2-A2Ctasume una eficiencia de reaccion del 100% tanto para el gen en estudio como
para el gen de referencia. Este modelo expresa la proporcion obtenida de la relacion entre los valores

Ct de la muestra y los valores Ct del control tal y como se muestra en la siguiente ecuacion:

r = 2—[ACPmuestra—ACPcontrol]

r = Z—AACP
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6.- RESULTADOS

6.1.- CURVAS DE CRECIMIENTO Y CONTEO CELULAR

Para conocer el nimero de células de D. hansenii que se inoculan a una DOgoonm=0.095, se realizaron
conteos celulares de esta densidad en la cdmara de Neubauer (Figura 14). Esta técnica es poco
precisa, por lo cual es recomendable que el nimero minimo de células sea 1076, por debajo de los
2.5x10"5 la cantidad de células no es suficiente para una estimacion confiable y por encima de

2.5x1078 la probabilidad de cometer errores en el conteo es muy alta.

Tras contabilizar los medios de cultivo de D. hansenii, se encontré que el nimero de células que se

inoculan en promedio son 3 x 1076,

.00 nm.
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Figura 14. Camara de Neubauer. El conteo de células se realizé colocando una muestra de
10 pL, se esperd a que la muestra se distribuyera uniformemente por toda la cdmara y se
procedido a leer los cuatro cuadrantes con la cuadricula mds grande (los extremos).
Finalmente, mediante la siguiente férmula se obtuvo el nimero de células por mililitro.
CONCENTRACION= (# células x 10,000) / (cuadrantes x dilucién)

El tiempo de duplicacién es el tiempo que le toma a las células dividirse durante el crecimiento
exponencial. Para tener una aproximacion de este valor se realizaron curvas de crecimiento en las
seis condiciones experimentales, midiendo el incremento en la absorbancia a 600nm vs tiempo en
horas. Se tomaron muestras durante periédos de dos y cuatro horas a lo largo de tres y cuatro dias y

se midio la absorbancia, diluyendo de ser necesario. La grafica resultante se muestra en la figura 15;
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en la cual se observa la fase de adaptacion (lag) de las células en el medio, la fase exponencial o de
crecimiento y la fase estacionaria, en dénde las células ya no se dividen aunque estan

metabolicamente activas.

A partir de los datos de absorbancia vs tiempo se calculd la tasa de crecimiento y el tiempo de

duplicacién en minutos (Tabla 3) mediante un método manual y con el programa bioinformatico

http://www.endmemo.com.

CURVAS DE CRECIMIENTO MEDIO YPD CURVAS DE CRECIMIENTO EtOH

- YPD
~#- YPD+0.6 M NaCl 14

@ YPEtOH

YPD+01.2 M NaCl ~#~ YPEtOH+0.6 M NaCl

=k~ YPEtOH+1.2 M NaCl

0.D.600nm
0.D.600nm

0.01 T T 1 0.01 T T T 1

HORAS HORAS

Figura 15. Curvas de crecimiento. En A se muestran las curvas de los medios con glucosa y
en B los medios con etanol como Unica fuente de carbono. Se observa que en YPD, a mayor
contenido de NaCl el cultivo crece mas lento; en el caso de etanol, la pendiente de la curva
es mas suave que en glucosa sin sal. A medida que se incrementa la concentracién de NaCl
se incrementa mucho la pendiente de la curva. En la parte de abajo se muestra el tiempo

de duplicacion.
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Tabla 3. Tiempo de duplicacion de Debaryomyces hansenii.

MEDIO TIEMPO DE DUPLICACION MEDIO TIEMPO DE DUPLICACION
(MINUTOS) (MINUTOS)
YPD 221 YPEtOH 268
YPD+0.6 M NaCl 232 YPEtOH+0.6 M NaCl 306
YPD+1.2 M NaCl 248 YPEtOH+1.2 M NaCl 763

El tiempo de duplicacion de la levadura en cada condicién de crecimiento (YPD, YPD+0.6M NaCl,
YPD+1.2M NaCl, YPEtOH, YPEtOH+0.6M NaCl y YPEtOH 1.2M NaCl) se calculd a partir de los datos

de absorbancia de la curva de crecimiento.

Debido a la versatilidad metabolica y a los escasos estudios reportados acerca de D. hansenii, no se
tiene claro cuales son las condiciones que la llevan a un estado de estrés, Determinar las actividades
enzimaticas antioxidantes (catalasa y superdxido dismutasa) ayudara a esclarecen las condiciones

que tienen un efecto nocivo para D. hanseni.

6.2.- ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO DISMUTASA

Las enzimas antioxidantes son aquéllas cuya funcién principal es catalizar reacciones que conviertan
a las especies reactivas, en moléculas menos toxicas o completamente inocuas. En este trabajo se

estudié a la superdxido dismutasa (SOD) y a las catalasas Ay T.

La actividad de superdxido dismutasa se mide a partir de un sistema en el que la enzima xantina
oxidasa genera anién superoxido que oxida al nitro azul de tetrazolio (NBT), produciendo un
compuesto de color morado-azul. Cuando los extractos crudos son agregados a la mezcla de reaccion,
la presencia de superdxido dismutasa inhibe la oxidacion del NBT evitando que se produzca la
coloracion morada-azul. Para poder calcular las unidades de enzima SOD en las muestras, es
necesario construir una curva estandar de méxima y nula autoxidacién de NBT. Esta curva es medida

a 560nm, se usan cuatro blancos para eliminar errores y ajustar las lecturas (Figura 16).
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Figura 16. Muestras estandar de oxidacion de NBT en el sistema de xantina-xantina
oxidasa. Concentraciones decrecientes de xantina-xantina oxidasa para la generacién de
anién superoxido. Tubo 1, sin enzima; tubo 2, 0.005 U de xantina oxidasa; tubo 3, 0.00375
U; tubo 4, 0.0025 U; y tubo 5, 0.00125 U.

Se realizaron cinco determinaciones, cada una por triplicado de la actividad enzimatica total de
superdxido dismutasa. En la tabla 4 se muestra la media y la desviacion estandar de los datos

obtenidos.

Tabla 4. Actividad total de superéxido dismutasa.

MEDIO YPD YPD+0.6 M NaCl YPD+1.2M Nacl N
PROMEDIO 38.56 36.89 28.04 5
(U de superéxido dismutasa/mg de proteina)
DESVIACION ESTANDAR +5.10 +5.24 +7.78 5
MEDIO YPEtOH YPEtOH+0.6 M NaCl YPEtOH+1.2M NacCl N
PROMEDIO 53.47 50.43 101.97 5

(U de superéxido dismutasa/mg de proteina)

DESVIACION ESTANDAR +23.56 $6.54 +10.02 5

La actividad de SOD se expresa en unidades de superoxido dismutasa por miligramo de proteina (U
SOD/mg de proteina). Para conocer si la actividad de superéxido dismutasa difiere en una condicién
con respecto a las otras cinco, se realizé una prueba de ANOVA. Esta es una prueba no paramétrica
que compara las medias de dos 0 mas condiciones para saber si son estadisticamente diferentes, la

grafica se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Actividad total de superéxido dismutasa de D. hansenii . La actividad fue medida
en extractos crudos provenientes de cultivos de 72 horas en los medios que se indican. Se
realizd una prueba de ANOVA, la diferencia significativa estadisticamente se indica con un
asterisco.

*p<0.001

El resultado de la prueba de ANOVA indica que en una misma fuente carbono, las diferentes
concentraciones de NaCl no generan diferencia en la actividad de superoxido dismutasa. El uso de
etanol genera aumento de actividad de la enzima con respecto a la actividad medida en glucosa, esto
es estadisticamente significativo. Si se realiza una comparacion entre las dos condiciones, diferente
fuente de carbono y una misma concentracion de sal, diferencia significativa estadisticamente, esta

se indica con un asterisco en la figura 17.

6.3.- ACTIVIDAD DE CATALASA

La primera enzima en participar en la detoxificacion de ROS es la superdxido dismutasa, el producto
que ésta genera es perdxido de hidrégeno (H20z2), que es utilizado por la catalasa como sustrato para
dismutarlo en un productos totalmente inocuos, Oz y H20. En la tabla 5 se muestran los datos de media
y desviacion estandar de la actividad especifica de catalasa de cuatro experimentos realizados por

triplicado en las 6 condiciones de cultivo de D. hansenii.
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Tabla 5. Actividad total de catalasa.

MEDIO YPD YPD+0.6 M NaCl  YPD+1.2M NaCl N
PROMEDIO 474.84 438.42 465.40 4
(nM de H2020xidado/min/mg de proteina)

DESVIACION ESTANDAR +24.8 +49.3 +15.7 4

MEDIO YPEtO  YPEtOH+0.6 MNaCl YPEtOH+1.2 M NaCl N
PROMEDIO
3557.44 1586.10 2200.99

(nM de H2030xidado/ Min/mg de proteina) 4
DESVIACION ESTANDAR +227.1 +118.5 +201.6 4

A los datos de actividad de catalasa se les aplico la prueba de ANOVA. Esta prueba arroj6 al usar
etanol la actividad de catalasa aumenta con respecto a glucosa, este aumento se disipa al agregar

NaCl. La gréfica y el resultado de la prueba estadistica se muestran en la figura 18.

4000 7 *
3000
2000

1000 -

0-—- T T

YPD YPD+0.6 M NaCl YPD+1.2 M NaCl YPEtOH YPEtOH+0.6 M NaCl YPEtOH+1.2 M NacCl

nmoles de Hy0, , iqados/min/mgP

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Figura 18. Actividad total de catalasa de D. hansenii. Actividad medida en extractos crudos
provenientes de cultivos de 72 horas en los medios de cultivo indicados. Se realizd una

prueba de ANOVA, la diferencia significativa estadisticamente se indica con un asterisco.
*
p <0.001
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6.4.- ZIMOGRAMAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los zimogramas constituyen una técnica electroforética para observar actividades enzimaticas, para
lo cual se utilizan tinciones que implican la formacién de dos regiones, una coloreada y otra no
coloreada. La tincion puede ser sobre la zona de actividad o sobre el resto del gel; por lo general la

actividad se visualiza como bandas:
Tincion positiva: se tifien las bandas
Tincion negativa: se tifie el gel
6.4.1.- ZIMOGRAMA DE SUPEROXIDO DISMUTASA

Para poder observar en un gel las distintas isoformas de la superéxido dismutasa en D. hansenii, se
corrid una electroforesis nativa de proteinas en donde se cre6 un sistema generador de anion
superoxido. Esto se logra oxidando riboflavina por la acciébn de TEMED (N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina). La tincidn del gel ocurre por la oxidacion de nitro azul de tetrazolio (NBT)

cuando es expuesto a luz blanca.

Este tipo de zimogramas son de tincion negativa. A partir de extractos crudos se cargaron 20 ug de
proteina de cada condicién experimental. En la tincion del gel se observan dos bandas idénticas con

actividad de superoxido dismutasa en las seis condiciones experimentales (Figura 19).

Banda 1 con actividad de SOD

ﬁ

Banda 2 con actividad de SOD

Figura 19. Zimograma de actividad de SOD. Carril 1 YPD; carril 2, YPD+0.6 M NacCl; carril 3,
YPD+1.2 M NaCl; carril 4, YPEtOH; carril 5, YPEtOH+0.6 M NaCl; y carril 6, YPEtOH+1.2 M
NaCl.
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6.4.2.- ZIMOGRAMA DE CATALASA

Esta tincion es negativa; en este caso, se busca hacer reaccionar una solucion de peroxido de
hidrégeno con la banda en donde migro la catalasa. El gel se tifie el gel utilizando una solucién de
ferricianuro de potasio y cloruro férrico (1:1); de esta forma, en la zona en que se encuentra la actividad

de catalasa no se lleva a cabo la tincion.

En este zimograma se cargaron 20 ug de proteina de cada condicion experimental y una muestra de
catalasa comercial de bovino como referencia. La electroforesis se corrio y se realizé la tincion para el
zimograma. En todas las condiciones se observo actividad de catalasa A. A diferencia de los

resultados obtenidos por_Segal-Kischinevzky (2011), en donde s6lo se observé catalasa T en medio

YPD durante la fase estacionaria de crecimiento. En este experimento se observé catalasa T en las

tres condiciones de etanol en fase estacionaria de crecimiento (figura 20).

Cabe recordar que en los zimogramas de Segal-Kischinevzky, la catalasa A se aprecia muy abundante

en la condicidn de etanol. En este caso no ocurre igual; probablemente esto se debe a que es una

técnica cualitativa y no cuantitativa y en el laboratorio se han obtenido resultados variables.

Catalasa A

_

Catalasa T

—

Catalasa comercial

ﬁ

Figura 20. Zimograma de actividad de catalasa. Carril 1, catalasa comercial; carril 2, YPD; carril
3, YPD+ 0.6 M NaCl; carril 4, YPD+ 1.2 M NacCl; carril 5, YPEtOH; carril 6, YPEtOH+ 0.6 M NaCl;
y carril 7, YPEtOH+ 1.2 M NacCl.

6.5.- CONTENIDO DE GRUPOS CARBONILO

Los grupos carbonilos (C=0, cetonas y aldehidos) son el producto final de reacciones oxidantes entre

especies reactivas del oxigeno y proteinas. Se producen por el rompimiento de enlaces peptidicos y
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por interaccion proteina-lipoperdxido. La reactividad de los grupos carbonilo con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) forma un complejo proteina-hidrazona que ayuda a evidenciar el estado

de estrés oxidante.

Se utilizaron 5 mg de proteina de las seis condiciones experimentales y como referencia se utilizé
extracto crudo de higado de pollo. Las muestras se hicieron reaccionar con 2,4-dinitrofenilhidrazina
para obtener un precipitado que se disolvid en guanidina, complejo que fue medido
espectrofotométricamente a 375 nm. El contenido de carbonilos se reporta en nanomoles de grupos
carbonilo por miligramo de proteina (nMC/mg de proteina). El experimento se realizd cinco veces,
cada ensayo se hizo con tres repeticiones. En la tabla 6 se encuentran los datos con el promedio del

contenido de grupos carbonilo y la desviacion estandar para cada medio de cultivo.

Tabla 6. Contenido de grupos carbonilo.

CULTIVO YPD YPD+0.6 M NaCl YPD+1.2 M NaCl N
PROMEDIO (nMC/mg de proteina) 13.27 16.15 23.08 5
DESVIACION ESTANDAR +0.99 +3.31 +3.28 5
CULTIVO YPEtOH YPEtOH+0.6 M NaCl YPEtOH+1.2 M NaCl N
PROMEDIO (nMC/mg de proteina) 24.92 38.27 38.26
DESVIACION ESTANDAR +7.42 +15.71 +19.59 5

Los resultados de esta prueba mostraron que la concentracion de grupos carbonilos se presenta de
manera ascendente en dos casos; el primero es por la concentracion de sal y el segundo por la
presencia de etanol. Con los datos de la tabla 6 se aplico una prueba de ANOVA, encontrando que la
proteina proveniente de los medios cultivados con etanol como fuente de carbono presentan mayor
concentracion de carbonilos y esto tiene diferencias signoficativa estadisticamente. En el caso de la
concentracion de sal, ocurre lo mismo que con las actividades enzimaticas: en una misma fuente de
carbono no es significantiva pero si lo es entre concentraciones correspondientes en la otra fuente de

carbono (Figura 21).

Se debe resaltar el hecho de que los grupos carbonilo no solo son producto de las ROS, también lo

son de la interaccion con metabolitos generados durante la lipoperoxidacion lipidica. Por ello puede
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haber una correlacion en el contenido de este metabolito y el de MDA, que es medido mediante la
técnica de TBARS.

80 A

*
60 -

40 -

nmolesC/mgP
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0 T T T
YPD YPD+0.6 M NaCl YPD+1.2 M NaCl YPEtOH YPEtOH+0.6 M NaCl YPEtOH+1.2 M NaCl

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Figura 21. Contenido de grupos carbonilo en cada una de las condiciones experimentales.
Prueba de ANOVA, la diferencia significativa estadisticamente se indica con un asterisco.
*

p <0.001

6.6.- LIPOPEROXIDACION DE ACIDOS GRASOS DE MEMBRANA PLASMATICA:
CONTENIDO DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

La oxidacion de los acidos grasos provoca que se originen isoprostanos, aldehidos y alcanos.
Mediante la técnica de TBARS (Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitdrico, por sus siglas en inglés)
es posible medir el contenido de malondialdehido (MDA), que en presencia de acido tiobarbiturico
(TBA), pH bajo y alta temperatura forman un cromégeno que se mide a 535 nm. La estequiometria de

esta reaccion es de 1 mol de MDA que reacciona con 2 moles de TBA (Figura 22).

En la figura 23 se muestra la curva estandar, que se construyd con concentraciones crecientes de
1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO).
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Figura 22. Cromadgenos de curva estandar de MDA con TMPO. En el tubo 1 hay una
concentracion de 0 nmoles MDA, en el tubo 2 hay 0.73 nmoles, tubo 3 con 1.47 nmoles,
tubo 4 con 2.95 nmoles, tubo 5 con 5.9 nmoles, tubo 6 tiene 11.81 nmoles y tubo 7 con
17.72 nmoles.
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Figura 23. Curva estandar de TMPO para determinaciéon de TBARS. La grafica se construyd
con la media de los valores obtenidos, se muestra la desviacion estandar, asi como la R?y
la ecuacion de la recta.

Las levaduras ademas de tener membrana plasmatica, poseen pared celular. Dicha pared no permite
el libre paso de sustancias hacia la célula, por ello fue necesario digerirla mediante el uso de la enzima
zimoliasa. A las células sin pared se les conoce como esferoplastos (Figura 24). Para medir la

concentracion de MDA se utilizaron 1078 esferoplastos (100,000,000) provenientes de cada condicién

experimental. El contenido de MDA se expresa en nanomoles de MDA por 1078 células.
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Figura 24. Fotografia de células y esferoplastos de D. hansenii. En la imagen A se muestran
las células intactas de D. hansenii, en la B se observan las células sin pared celular, es decir,
esferoplastos. Estos pierden la forma ovalada que caracteriza a las levaduras

El nimero de veces que se repitio este ensayo fue de tres; en cada ensayo las seis muestras se
hicieron por triplicado para evitar errores. Los datos del contenido de MDA por muestra se exhiben en
la tabla 7:

Tabla 7. Contenido total de MDA.

CULTIVO YPD YPD+0.6 M NacCl YPD+1.2 M NaCl N
PROMEDIO (nmolMDA/10"8cél.) 0.018 0.0173 0.016 3
DESVIACION ESTANDAR +0.003 +0.001 +0.001 3
CULTIVO YPEtOH  YPEtOH+0.6 M NaCl  YPEtOH+1.2 M NaCl N
PROMEDIO (nmolMDA/10"8cél.) 0.010 0.0104 0.0085
DESVIACION ESTANDAR +0.0006 +0.0002 +0.0008 3

En los resultados de esta prueba se obtuvo que el mayor contenido de MDA ocurre en los medios con
glucosa como fuente de carbono, de manera opuesta a los resultados de actividad y concentracion de
carbonilos mostrados en este estudio. En el medio YPD se presenta el nivel mas elevado de MDA,
conforme aumenta la concentracién de sal el contenido de MDA disminuye. Las muestras que
provienen de medios con etanol tienen el mismo comportamiento, mayor concentracion de sal, menor
contenido de MDA. En este caso, al aplicarle la prueba de ANOVA se corrobor6 que la diferencia

significativa estadisticamente la tienen los cultivos con etanol como fuente de carbono (Figura 25).
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Figura 25. Contenido de MDA en 102 esferoplastos de D. hansenii. Se aplicé la prueba
estadistica de ANOVA, que mostré que el contenido de MDA en los medios con etanol es
significativamente menor que el encontrado en los esferoplastos provenientes de medios
con glucosa como fuente de carbono.

*p<0.001

6.7.- CUANTIFICACION DEL RNA RETROTRANSCRITO MEDIANTE LA REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

La técnica de RT-gPCR permite amplificar y cuantificar moléculas de RNA —DNA complementario
especificas, con lo cual se tienen datos fiables y precisos sobre la expresién génica de las células

(Vinueza-Burgos, 2009). Los genes de referencia son genes que no debieran modificar su expresion

en cualquiera de las diversas condiciones a las que se exponen los organismos tales como pH,
temperatura, iones, etc. Estos se usan para normalizar la cantidad de copias de los genes
experimentales y de referencia en determinada condicién contra la concentracion de los mismos

transcritos en otra condicion.

Para el andlisis de cuantificacion relativa, Nailis (2006), propone el uso de al menos tres genes de

referencia y varias estrategias de normalizacion proporcionan robustez a los experimentos.
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6.8.- DISENO DE DESOXIOLIGONUCLEOTIDOS

Los desoxioligonucledtidos u oligos para RT-gPCR son secuencias pequefias (20-25 bases) de DNA
que flanquean cada uno de los extremos (3'y 5') de un gen con la finalidad de alinearse a esta cadena
de acidos nucleicos. La enzima polimerasa se sintetice de manera complementaria ese fragmento de
DNA. Por lo sensible de la técnica de qPCR es recomendable que cada amplicon sea menor a 200

pares de bases para evitar dimerizaciones.

En este trabajo se evaluo la expresion de tres genes (SOD1, catalasa A y catalasa T) ademas de
evaluar la expresion de cuatro genes candidatos a ser genes de referencia de D. hansenii. Las
secuencias de nucledtidos de los tres genes constitutivos elegidos y el gen de la superdxido dismutasa
(Dhsod) fueron buscadas primero en el genoma de S. cerevisiae por ser el genoma anotado mas
cercano a D. hansenii. Posteriormente se buscd el gen homélogo en la levadura de interés y se
alinearon ambas secuencias (S. cerevisiae y D. hansenii); asi se consigui6 identificar regiones
conservadas y variantes para el diseio de los oligos (desoxioligonucledtidos). Los
desoxioligonucleétidos para Dhcta, Dhctt y DhrRNA26S ya habian sido previamente disefiados. A
continuacion, se muestra la secuencia de los desoxioligonucleétidos (sentido y antisentido); en cada
cuadro se especifica la secuencia del desoxioligonucleotido, la temperatura de alineamiento, el

contenido de C-G y el tamafio del amplicon. Genes de referencia:

Enzima fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa

SECUENCIA 5" >3’ Tm GC%

PRIMER SENTIDO CTTCACTTGGTTGAGGG  57.27° 52.63

PRIMER TTAATTGACAACGACTC 57.33° 33.33
LONGITUD DEL 183 pb

Proteina S3 de la subunidad ribosomal 40S

SECUENCIA 5" >3’ Tm GC%
PRIMER SENTIDO AAGGACCCAGCAACCAA  60.03° 50
PRIMER AAGCGGAAGCTTCAACT 60.18° 50
LONGITUD DEL 148 pb

Subunidad grande de la ribonucledtido difosfato reductasa (RNR)

SECUENCIA 5"-3° Twm GC%
PRIMER SENTIDO TATGGCGTGGTTTCCGA  59.46° 50
PRIMER TGAATGCCTATGGCCAC  59.22° 45.45
LONGITUD DEL 200 pb
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Genes experimentales:

Superoxido dismutasa

SECUENCIA 5"'>3° Tm GC%
PRIMER SENTIDO ACATGGTGCTCCAGAAG  60.04° 55
PRIMER TCGGTACCGGCGTGAAT 60.18° 55
LONGITUD DEL 162 pb
Catalasa T
SECUENCIA 5" >3° Tm GC%
PRIMER SENTIDO ATAGGTGCCCAAACGGC 5998° 61
PRIMER GCCTGGGGATTGTAATG 59.31° 60.87
LONGITUD DEL 198 pb
Catalasa A
SECUENCIA 5°>3° Twm GC%
PRIMER SENTIDO CCAACGGATGTCCAATC  59,55° 56
PRIMER CCAGATCCCTTGGCGTG 59.38° 61.90
LONGITUD DEL 151 pb

6.9.- PRUEBA DE AMPLIFICACION DE DESOXIOLIGONUCLEOTIDOS CON DNA
GENOMICO

Con el fin de corroborar la especificidad y funcionalidad de los seis pares de desoxioligonucleétidos,
se realizd una prueba de amplificacién en DNA genémico de D. hanseniien PCR de punto final. Debido
a que los seis juegos presentan Tm y tamafios similares fue posible usar un solo programa para su

amplificacion (Figura 26).

500 pb

151 pb

CTA CTT FENM 83 RNR SOD

Figura 26. PCR en punto final con DNA genémico de D. hansenii. Prueba en PCR punto final
de los desoxioligonucledtidos disefiados para RT-qPCR, sobre DNA gendmico de D. hansenii.
Carril 1, marcador de peso molecular; 2, Dhcta; 3, Dhctt; 4 DhFENM; 5, DhS3; 6 DhRNR; y 7,
Dhsod.
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Los 6 pares de desoxioligonuclettidos analizados, amplificaron de manera exitosa los genes
correspondientes de D. hansenii.

6.10.- EXTRACCION Y PURIFICACION DE RNA TOTAL

Obtener RNA integro, de buena calidad y conocer su concentracion es crucial para realizar
experimentos de RT-gPCR. Aislarlo a partir de células que crecieron utilizando etanol como fuente de
carbono resulté muy complicado. Se probaron varios métodos de extraccion de RNA total y después
de la extraccion se realizd una “descontaminacion” de las muestras con DNAsa para eliminar cualquier
resto de DNA que pudiera ser amplificado. Una vez obtenido, para conocer la concentracion de RNA
total se realiz6 una lectura a 280 nm-260 nm en el nanoespectrofotémetro. Finalmente se verifico la
integridad del material genético en un gel desnaturalizante de agarosa en donde se observaron las
dos subunidades ribosomales totalmente integras y en cantidades abundantes. En la figura 27 se

observan las muestras de RNA obtenidas.

A) B)

YPD . YPD+ 0.6M NaCl  YPEtOH YPEtOH+ 0.6 MNaCl
YPD+ 0.6MNacl

. 000

26S .
185

Figura 27. Gel de agarosa de RNA de D. hansenii. E| RNA total de las muestras fue extraido
de cuatro medios, YPD, YPD+ 0.6 M NaCl, YPEtOH y YPEtOH+0.6 M NaCl en fase exponencial
de crecimiento (24 h).

6.11.- VALIDACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES CONSTITUTIVOS

Existen disponibles en la red programas que analizan la idoneidad de genes de referencia para cada

experimento (Vinueza-Burgos, 2009). En este trabajo se eligi6 NormFinder. Este programa

bioinformatico permite identificar entre las muestras analizadas del gen 6ptimo para normalizacion en
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qPCR mediante el uso de un algoritmo que estima la variacion global de la expresion de los genes
candidatos de referencia y la variacion entre las muestras (NormFinder). Los requerimientos basicos
de NormFinder son un minimo de 3 genes y 2 muestras por grupo, aunque es recomendable el analisis
de 5-10 genes candidatos y al menos 8 muestras por grupo; se evalua la estabilidad de cada gen por
separado y se hace una combinacion entre los genes de referencia para elegir la pareja que menos

variacion tenga.

El analisis de los genes de referencia hecho mediante NormFinder mostré que la proteina S3 de la
subunidad ribosomal 40S es el gen cuya expresién varia menos en las seis condiciones
experimentales. El valor de estabilidad encontrado fue 0.56; seguido por el gen FENM con un valor de
0.997. Si se decidiera usar un par de genes de referencia, la combinacion entre S3 y FENM seria la

més adecuada con un valor de estabilidad de 0.598 (Tabla 8).

Tabla 8. Estabilidad de genes constitutivos.

Gene hame Stability value Best gene

s3 0.560 Stability value

RNR 1.379

FENM 0.997 Best combination of two genes $3 and FENM

Stability value for best combination of two

26S 1.754 genes

A partir de los distintos valores de Ct (ciclo en que la amplificacion superé la fluorescencia basal,
threshold) de los genes de referencia, se realizd una grafica de “cajas y bigotes” en donde se muestra
el cuartil superior, el inferior, la media y la desviacion estandar del Ct de amplificacion de los candidatos
a utilizarse como genes de referencia. De acuerdo con la recomendacion anterior y el analisis arrojado

por NormFinder, se vuelve a corroborar que el mejor gen de referencia es el S3 (Figura 28).
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Figura 28. Validacion de genes de referencia para qPCR. De acuerdo a los criterios
sugeridos en la literatura y por uso de algoritmos, el mejor gen de referencia de las cuatro
opciones mostradas en esta grafica es el S3, ya que es el que mostré un nivel de expresién
similar en todas las condiciones de estudio.

6.12.- CUANTIFICACION DE TRANSCRITOS DE CATALASA A, T Y SUPEROXIDO
DISMUTASA Cu-Zn

Con la eleccion del gen de referencia S3, se prosiguié a realizar la cuantificacion de los transcritos
(mRNA) de Dhsod, Dhctt y Dhcta obtenidos de fase estacionaria de crecimiento. La condicion que se
utilizé como normalizadora fue YPD+0.6 M NaCl; a partir de esta eleccién se compararon el nimero

de copias de los transcritos en las cinco condiciones restantes.

En el caso de la Dhsod, se observé que su transcripcion sélo aumenta en presencia de 1.2 M de NaCl
en medios que contienen glucosa. En los medios con etanol el nivel de transcripcion de Dhsod se ve
disminuido a 1/4 y 1/3 de la cantidad que hay en la condicion normalizadora (YPD+0.6 M NaCl). La
expresion del gen que codifica a la catalasa A, aumenta en presencia de sal y en la condicién de etanol

este aumento es notoriamente mayor; este dato confirma los datos obtenidos por Segal-Kischinevzky

(2011) del analisis tipo Northern blot. Por su parte, la expresion de Dhctt en glucosa es ligeramente
mayor que en etanol, aunque no se observa ningun patrdn de expresion en las seis condiciones de
cultivo (Tabla 9, figuras 29 y 30).
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Tabla 9. Niveles de expresion relativa de mRNA de los genes Dhcta, Dhctt y Dhsod.

CULTIVO Dhcta Dhctt Dhsod
YPD 0.5 0.16 0.16
YPD+0.6 M NacCl 1 1 1
YPD+1.2 M NacCl 1.74 0.87 1.23

CULTIVO Dhcta Dhctt Dhsod

YPEtOH 2 0.87 0.23
YPEtOH +0.6 M NaCl 4.59 0.65 0.30
YPEtOH +1.2 M NaCl 2.82 1.14 0.30

2.0

0.5+

CUANTIFICACION ERLATIVA 2(AACY

0.0

MEDIOS DE CULTIVO

Figura 29. Nivel de expresion de Dhcta en verde, Dhctt en azul y Dhsod en morado en
medios de cultivo con glucosa como fuente de carbono. Bajo la condicién de glucosa como

fuente de carbono, la cantidad de transcritos de Dhcta, Dhctt y Dhsod1 aumenta de acuerdo
a la concentracion de NaCl en los medios de cultivo.

55



CUANTIFICACION ERLATIVA 2(AACY

MEDIOS DE CULTIVO

Figura 30. Nivel de expresion de Dhcta en verde, Dhctt en azul y Dhsod en morado en
medios de cultivo con etanol como fuente de carbono. En medio de cultivo con etanol
como fuente de carbono, el transcrito de Dhcta aumenta al incrementarse la concentracién

de NaCl a 0.6 M y disminuye en 1.2 M. Los transcritos de Dhctt y Dhsod presentan poca
variacion por la presencia de NaCl.
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7.- DISCUSION

En este trabajo de tesis se presentaron dos técnicas para medir directamente el dafio causado por
estrés oxidante, dos técnicas para determinar la actividad de enzimas antioxidantes, una técnica que
calcula el nivel de transcripcion de genes codificantes para enzimas antioxidantes y una técnica que
determina el crecimiento y duplicacion celular. Los resultados de esta tesis se correlacionaron con los
datos obtenidos por Ramirez-Hernandez (2012) debido a que en él se tienen las bases de este tema
asi como del modelo de estudio. Esta investigacion se realizé con la finalidad de comprender los
procesos bioquimicos y de regulacion genomica que se dan en condiciones estresantes, asi como sus

repercusiones a nivel fisioldgico y molecular.

CURVAS DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION

Como se menciond en la introduccion, en las décadas de los 60°s y 70°s del siglo pasado, se llevaron
a cabo estudios de taxonomia y microscopia electronica para observar la ultraestructura en diversas
levaduras. Desde ese momento se tenia claro que al ser D. hansenii una levadura marina, la presencia
y exposicion a NaCl, con su concomitante presién osmética, debian incitar a que la levadura
presentara mecanismos osmorreguladores finamente controlados que le permitieran crecer y

mantener un metabolismo activo y funcional.

De manera general, las estrategias de osmorregulacion que podemos encontrar son cambios
morfoldgicos en los organismos: forma, volumen y tamafio de las células asi como cambios en la
composicion lipidica de las membranas, aumento de mananos en pared y cambios en el numero de

ultraestructuras como mitocondrias, peroxisomas, vacuolas y estromas (Gezeliuz, Norkrans, 1970;

Hernandez-Saavedra, Romero-Geraldo 2001). A nivel bioquimico, ocurre la sintesis de solutos

compatibles (polioles), ajustes en el contenido de cationes y compartamentalizacion de iones
segregados por la misma célula, asi como la produccién y acumulacion de carbohidratos y
aminodcidos (libres). En organismos halotolerantes, la presencia de iones no tiene efectos sobre la
integridad, estabilidad y actividad de sus enzimas, ya sea porque las proteinas estan adaptadas a

tolerar altas concentraciones de sal o porque el interior celular esta virtualmente libre de ellos.

Al parecer, los estudios pioneros de microscopia electrénica en levaduras halotolerantes refuerzan la
nocion (posterior) de que las caracteristicas morfolgicas se modifican de acuerdo a la concentracion

de sal (iones) y el tipo de fuente de carbono disponible en el medio.
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Con respecto a D. hansenii, se sabe que la presencia de sal provoca que las células disminuyan
ligeramente su tamafio y volumen. Las mitocondrias decrementan en numero, tamafio y tasa de
respiracion, hay formacién de canales membranales que se conectan a todas las “vesiculas” (estromas
con contenido proteico, vacuolas de almacenaje lipidico, fosfolipidico o proteico, o lisosomas con
contenido enzimatico) y conlleva a que la membrana tenga potencial para ensamblarse rapidamente

(Gezeliuz y Norkrans, 1970). En 1992 Hernandez Saavedra demostré que en ambientes de alta

osmolaridad, la produccién de glicerol si tenia relevancia y que la acumulacion de carbohidratos y
aminodcidos es despreciable (practicamente nula) en el rango de concentracion de entre 5-10% de

NaCl en el medio de cultivo.

El tema de la fuente de carbono fue abordado por Kreger-van Rij en 1970, siendo quien aseverd que
D. hansenii guarda una correlacién directa entre la morfologia celular y las reacciones para asimilar la

fuente de carbono disponible (Kurtzman, 1975). Estos cambios morfologicos y bioquimicos son

distintos a los que se presentan cuando hay presencia y aumento en la concentracion de iones
extracelular, debido a que la degradacion de polioles tiene enzimas y sitios especificos para llevarse
a cabo. En las levaduras metilotréficas como Pichia pastoris el metanol se degrada en el peroxisoma,
el metabolismo se inicia con la enzima alcohol oxidasa que se encarga de oxidar al metanol (en
presencia de oxigeno), produciendo formaldehido y perdxido de hidrégeno. El perdxido es degradado
por la catalasa y el formaldehido es convertido a dihidroxiacetona (DHA) y gliceraldehido fosfato (GAP)
por accidn de la transcetolasa dihidroxiacetona sintasa. La DHA se libera al citosol y alli es fosforilada
por la dihidroxiacetona quinasa para formar DHAP. Esta molécula experimenta dos reacciones: la
primera es la interconversién de triosas fosfato para formar GAP y alimentar la segunda fase
glucolitica; la segunda reaccion es la condensacion de DHAP con una molécula de GAP que da origen
a fructosa 1,6-bifosfato (1,6FBP) y luego fructosa-6-fosfato (F6P). De forma alterna, la F6P puede
formar biomasa o incorporarse a la via de las pentosas fosfato para formar xilulosa 5-fosfato (Xu5P) y

realimentar el ciclo en DHAP (Poutou, et al. 2005). Por su parte Candida albicans es capaz de degradar

eficientemente etanol llevando a cabo este proceso en el citoplasma. El etanol es oxidado a
acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa, posteriormente este sustrato es convertido en acetil-CoA.
En Saccharomyces cerevisiae la degradacion se inicia cuando la alcohol deshidrogenasa convierte al
etanol en acetaldehido; éste es transformado en acetato por la acetaldehido deshidrogenasa y
finalmente este acetato es convertido en acetil-CoA por la acetil-CoA sintetasa. En el citoplasma la
acetil-CoA puede entrar al ciclo del glioxilato, en donde la condensacién de dos de estas moléculas
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originan succinato, que entra a la mitocondria al ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Aunque también la
acetil-CoA originada de la degradacion de etanol puede entrar directamente a la matriz mitocondrial
gracias a una lanzadera de acetil-carnitina. Esta lanzadera transfiere los grupos acetil a la carnitina y
una vez en la matriz mitocondrial transfiere de nuevo el grupo acetil a la CoA, posteriormente entra al
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) (Willis, 2014).

En levaduras, el uso de fuentes de carbono no fermentables, tales como el metanol (que es oxidado)

y &cido oleico (llevado a B-oxidacion) (Poutou, et al. 2005), esta intimamente ligado a la biogénesis y

alta actividad en los peroxisomas. En estos organelos se tiene presencia de enzimas como la catalasa
y al menos una oxidasa generadora de perdxido de hidrégeno. Los peroxisomas tienen una membrana
sencilla y pueden variar de tamafio, cantidad y contenido enzimatico dependiendo del ambiente extra
e intracelular. Por ejemplo, en la oxidacion de metanol se origina formaldehido que es altamente toxico,
razon por la que queda confinado dentro del peroxisoma. Cantidades significativas de glutation (GSH)
se observan en este organelo, indicando que este tripéptido participa en la detoxificacion del
formaldehido, en la forma S-HMG. A nivel génico, se ha visto una alta expresidn de genes codificantes
para catalasa peroxisomica y glutation peroxidasas. En Candida boidinii ademas se encontrd una
peroxidoxina que reduce hidroperoxidos alquil. Por las razones anteriores, la localizacion de los
peroxisomas asi como su matriz son esenciales en las levaduras metilétrofas pues de ellos depende

su metabolismo energético (Yurimoto, et al. 2011).

Un rasgo importante de enfatizar entre la presencia de iones (NaCl, en el rango de 0 — 10% en el
medio) y una fuente de carbono no fermentable, es que la presencia de sal en el medio de cultivo no
genera especies reactivas de oxigeno, esto de acuerdo a la microscopia y estudios bioquimicos. En

cuanto al metabolismo de polioles, su degradacién genera ROS via respiracion.

Tomando en consideracion los datos descritos previamente y los resultados obtenidos en esta tesis
(antecedentes), se propone que el crecimiento de D. hansenii en los medios que contienen glucosa
como fuente de carbono esta dentro de los parametros normales. El crecimiento retardado en el medio
que contenia 1.2 M de NaCl probablemente se dio para llevar a cabo un correcto proceso de
osmorregulacion. Esta nocién es apoyada por resultados previos de citometria de flujo, en dénde se
observé que la disminucion de tamario entre 0 y 0.6 M de NaCl no eran diferentes estadisticamente,

esto se comprobé con la prueba de Tukey y los reportes de Hernandez-Saavedra (2001).
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En cuanto a los tres medios que corresponden a etanol como Unica fuente de carbono, D. hansenii
tiene un crecimiento lento y tiempo de duplicacion mayor. Con citometria de flujo se hicieron notorios
dos cambios morfoldgicos: disminucién de tamafio y aumento de granulosidad con respecto a su

medio equivalente en glucosa.

Existen reportes donde se asevera que la concentracion de iones y temperatura son dos aspectos
fundamentales de los que depende la adaptacion osmotolerante. En este trabajo ambos aspectos se
mantuvieron controlados; por lo tanto, el crecimiento pobre y la tardanza en duplicarse de los medios

cultivados con etanol podrian atribuirse a que la levadura se encuentra en estado de estrés (oxidante).

ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y ZIMOGRAMAS: SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

En D. hansenii se han observado tres isoformas de la Cu-Zn SOD, dos homodimeros con actividad de
entre 5000~6000 unidades de SOD/miligramo de proteina y el heterodimero, que tiene 300% mas

actividad que las otras dos. Hernandez—Saavedra y Rojas-Posada determinaron que la secuencia de

SOD1 corresponde a la forma super activa de la enzima y la SOD2 es la forma convencional

(Hernandez-Saavedra, Romero-Geraldo, 2001; Rojas-Posada, 2003). La expresion de SOD1 es

constitutiva pero bajo estimulos oxidantes existe sobreexpresion del gen y también de la MnSOD.

Ramirez-Serrano (2003) menciona que adicional a que la superdxido dismutasa es el primer eslabon

en una cadena anti oxidante (enzimatica), esta enzima también actia como quelante de metales. En

esta situacion, la superéxido dismutasa pierde actividad como antioxidante (Ramirez-Serrano, 2003).

En este estudio se observo que la actividad total de superoxido dismutasa en los tres medios con
glucosa como fuente de carbono es estadisticamente menor con respecto a los medios con etanol;
asimismo con glucosa, la actividad de la enzima disminuye conforme aumenta la concentracion de

NaCl. Sin embargo, estadisticamente no hay diferencia entre 0 M, 0.6 My 1.2 M de NaCl.

En los medios de cultivo que disponen de etanol no hay diferencia estadistica entre OM y 0.6M de
NaCl, el medio de EtOH+1.2 M de NaCl, presento el doble de actividad con respecto a los otros dos
medios de etanol y menor concentracion de sal. Al realizar una comparaciéon de la actividad de
superoxido dismutasa entre los medios que contienen glucosa vs. etanol y las diferentes

concentraciones de NaCl, se obtuvo que la sal no tiene efecto sobre la actividad de la enzima, sin
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embargo, el cambio en la fuente de carbono (glucosa por etanol) produce aumento en la actividad

(aproximadamente 0.5 veces mas).
CATALASA

La actividad de catalasa en los tres medios con glucosa (YPD, YPD+0.6M NaCl y YPD+1.2M NaCl)
como fuente de carbono muestran poca variacidon entre si, esta variacion no es significativa

estadisticamente.

En los medios con etanol, la actividad de catalasa incrementa entre 3 y 7 veces mas con respecto a
los medios de glucosa. En esta fuente de carbono, la mayor actividad se presenta en el medio YPEtOH.
El resultado anterior contrasta con los datos de actividad de superéxido dismutasa, en YPEtOH la
presencia de sal (1.2 M NaCl) dispara el aumento en la actividad de superdxido dismutasa; en cuanto

a la catalasa, la ausencia de sal aumenta su actividad.

La determinacion de actividad de catalasa es total, es decir, se mide tanto la citoplasmica como la
peroxisémica. Como se ha mencionado con anterioridad, la presencia de NaCl podria hacer que haya
una mejor adecuacion de los sistemas enzimaticos asi como de la sintesis de solutos compatibles. En
S. cerevisiae la presencia de sales tales como CaCl, y MgCl permitieron que tuviera mayor tolerancia

al etanol (Ciesarova, et al. 1996); en D. hansenii existe la posibilidad de que se presente el mismo

efecto idnico con el NaCl. Por ello en el medio YPEtOH se obtuvo mayor actividad de catalasa que en

los medios de etanol con 0.6 My 1.2 M de NaCl.

Algunos autores afirman que una exacerbada cantidad de anidn superdxido es capaz de inactivar a la
catalasa y glutation peroxidasa, ya que son sistemas enzimaticos codependientes. En este trabajo se
determiné que la actividad de superoxido dismutasa asi como la de la catalasa aumentan cuando la
fuente de carbono de la que disponen es etanol y las actividades no se afectan con NaCl cuando la
fuente de carbono es glucosa. Se puede pensar que este fendomeno es debido a la sintesis de solutos
compatibles; en los medios con etanol; probablemente si ocurre dicha sintesis pero su efecto benéfico

no se aprecia claramente por el efecto que esta fuente de carbono (etanol) tiene en el metabolismo.
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ZIMOGRAMAS

Al ser los zimogramas una técnica cualitativa mas que cuantitativa, nos enfrentamos a que los

resultados puedan variar por la composicion y calidad del extracto crudo.

En este trabajo, los zimogramas de superdxido dismutasa mostraron dos bandas con actividad. No se
coloco una muestra comercial de superoxido dismutasa debido a que no se contaba con ella, por lo
anterior no es posible discernir si las dos bandas que se observan corresponden a una isoforma de
SOD1 como se menciona en la literatura, o si se trata de la actividad de MnSOD. Ramirez-Serrano
menciona que la actividad de MnSOD decrementa conforme la levadura crece (aumento de densidad
celular). Esto hace suponer que las bandas con actividad de superoxido dismutasa podrian ser las
isoformas de Cu-ZnSOD. La tincién llevada a cabo con esta técnica no fue de la calidad esperada y

debe mejorarse.

Con respecto a los zimogramas de catalasa, se utilizo la técnica empleada por_Segal-Kischinevzky.

En su trabajo report6 a la catalasa A en las cuatro condiciones experimentales (YPD, YPD+0.6 M
NaCl, YPEtOH y YPEtOH+0.6 M NaCl) y las dos fases de crecimiento (exponencial y estacionaria); la

catalasa T, solo la obtuvo en YPD en fase estacionaria.

Contradictoriamente, en este trabajo se encontr6 catalasa T en las seis condiciones experimentales y

la catalasa A solamente en los medios de etanol, esto en la fase estacionaria de crecimiento.
GRUPOS CARBONILO

La deteccidn de grupos carbonilos en proteinas es una medida directa de estrés oxidante, las proteinas
son quienes llevan a cabo las funciones celulares y su funcion depende en gran medida de su

localizacion ya que estan adaptadas a microambientes especificos.

Se determind la cantidad de grupos carbonilo en extractos crudos encontrando que la mayor
concentracién de grupos carbonilos se halla en los medios que contenian etanol como fuente de
carbono. El aumento en la concentracién de NaCl produce incremento en el contenido de grupos
carbonilos, esto ocurre tanto en glucosa como en etanol. Los medios con mayor cantidad de grupos
carbonilos son los que contienen 1.2 M de NaCl. Aligual que en el caso de las actividades enzimaticas,
no existe diferencia estadistica en el contenido de grupos carbonilos entre las distintas

concentraciones de NaCl (0 M, 0.6 My 1.2 M de NaCl) en una misma fuente de carbono.
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En este trabajo se ha analizado como el NaCl y el etanol pueden cambiar y afectar el metabolismo de
la levadura. La determinacion de grupos carbonilo es una técnica directa de comprobacion de dafio
por estrés oxidante; algunos autores plantean que una alta concentracion de grupos carbonilo
conllevan a que se arreste el ciclo celular. Datos de nuestro laboratorio muestran que D. hansenii tiene
un crecimiento muy pobre y lento en medio minimo con etanol como fuente de carbono. En medio rico
con etanol, los datos de la curva de crecimiento, el tiempo de duplicacién (>12 h) y el contenido de

grupos carbonilo, sugieren que efectivamente sucede el arresto celular.

La literatura indica que, ante estrés oxidante, los sistemas de tiorredoxina evitan la reduccion de
enzimas que pueden formar puentes disulfuro durante su ciclo catalitico, tales como RNR. Esta enzima
es quien mantiene un acervo de dNTPs para la sintesis de DNA; se hace énfasis ya que en este y
otros trabajos se ha observado que en condiciones oxidantes hay variacion en la expresion de su
transcrito. En la literatura se menciona también un decremento en el contenido de aminoacidos libres
porque su sintesis y utilizacion no son prioridad en esas circunstancias, debido a que se prefiere
generar la energia necesaria para su desarrollo, esta energia viene dada por la utilizacion de

carbohidratos, acidos grasos y/o lipidos.

CONCENTRACION DE SUSTANCIAS REACTIVAS (MALONDIALDEHIDO, MDA) AL
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

La formaciéon de malondialdehido (MDA) ocurre por la peroxidacion de lipidos; al igual que los

carbonilos, ésta es una medida directa del estado oxidante.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el mayor contenido de MDA se presenta en
los medios con glucosa y que este contenido disminuye cuando aumenta la concentracion de NaCl;
los medios con etanol presentan menos MDA y con NaCl el contenido disminuye. Estos resultados
contrastan con el contenido de carbonilos; muchos autores afirman que subproductos de la
peroxidacion lipidica asi como el producto final (MDA) de este proceso, reaccionan con las proteinas
para formar grupos carbonilos. En el caso de D. hansenii y bajo las condiciones experimentales de

este trabajo no se vio que exista correlacion entre estos dos aldehidos.

Se sabe con certeza que la composicion y concentracion lipidica en las membranas se modifica con
la presencia de NaCl, esto causa disminucion de la fluidez y permeabilidad pues asi se evita que los

solutos compatibles salgan de la célula. En S. cerevisiae se han encontrado peroxidasas
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(hidroperoxidasas de fosfolipidos, PHGPXs) asociadas a membranas plasmatica, capaces de reducir
los hidroperdxidos lipidicos; una proteina PHGPXSs, llamada Gpx3 censa y transduce la respuesta a
perdxido de hidrogeno sobre el factor de transcripciéon Yap1 que regula la transcripcion de genes
involucrados en la respuesta a estrés oxidante, también se encontraron glutarredoxinas que

desempefian una funcién sobrepuesta en la detoxificacion de hidroperéxidos externos.

Si el fendmeno antes descrito ocurriera en D. hansenii, ayudaria a entender los resultados obtenidos
de dicha técnica. Al ser el etanol una condicion que propicia la formacién de especies reactivas, la
levadura entonces tendria la cantidad de enzimas y moléculas antioxidantes necesaria para contender
contra las diversas ROS. Es por ello que en glucosa se tiene alto contenido de MDA pues al ser un
medio “ideal” para la levadura, esta no despliega ningiin mecanismo de defensa adicional al “pool”

que presenta de manera normal.

La presencia de NaCl en el medio de cultivo genera cambios lipidicos y cambios en el comportamiento
de las membranas, el cambiar la fuente de carbono indudablemente debe generar cambios mas
drasticos. Por ejemplo, se sabe que hay cambios en el contenido de &cidos grasos poliinsaturados,
esto es una fuerte evidencia pues en ellos es en donde se inician los procesos de peroxidacion lipidica,

sus dobles enlaces hacen que el resto de la molécula sea susceptible a perder electrones.

En D. hansenii no se habia comprobado la existencia de las peroxidasas mencionadas, sin embargo,
una busqueda y alineacién del gen de Gpx3 de S. cerevisiae en el genoma de D. hansenii mostré que
el gen que la codifica si esta presente, lo siguiente es confirmar que lleve a cabo la misma funcién que

en S. cerevisiae.

CUANTIFICACION DEL RNA POR MEDIO DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA EN TIEMPO REAL (RT-qPCR)

Mediante la técnica de RT-gPCR se buscé esclarecer la regulacion transcripcional de las tres enzimas
antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa A y catalasa T). Considerando los antecedentes
planteados en este trabajo, se indago si una catalasa se expresa preferencialmente en los medios con
glucosa (T) y otra catalasa se expresa preferencialmente en los medios con etanol (A).
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La condicion normalizadora que se utilizé en este ensayo fue YPD+ 0.6 M NaCl; es decir, que el

contenido de los tres transcritos (Dhcta, Dhctt y Dhsod) en esta condicion es igual a 1.

El transcrito Dhcta mostré un patron de expresion muy claro: el transcrito aumentd conforme se
incrementd la concentracion de sal en las condiciones de cultivo y su mayor expresion se dio cuando
la fuente de carbono empleada fue etanol. Este transcrito corresponde a una proteina peroxisémica,
su cuantificacion demostrd que este gen se transcribe ante estimulos nutricionales, presencia de iones
y disponibilidad de fuente de carbono, lo que indirectamente esta indicando que también hay alta

biogénesis del organelo al que es confinada, el peroxisoma.

El transcrito Dhctt no exhibié ningin patrén de comportamiento por la presencia de NaCl ni por la
fuente de carbono, su nivel de expresion mas bajo se mostro en el medio YPD y la expresion mas
elevada fue en YPD+0.6 M NaCl y YPEtOH+1.2 M NaCl. La diferencia de transcrito entre las 6
condiciones de cultivo es practicamente nula. Por los resultados que se obtuvieron, se puede inferir
que al tratarse de un transcrito de una proteina citoplasmatica esta adaptada al alto contenido de iones
y a cambios nutricionales o derivados del ambiente externo, entonces, su regulacion puede ser a nivel

postraduccional.

En el caso del transcrito Dhsod, su mayor expresion ocurrié en YPD+1.2 M NaCl, este transcrito parece
tener un patrén de regulacion poco marcado cuando la fuente de carbono es glucosa; el transcrito
aumento conforme incrementd la concentracion de NaCl. En los medios con etanol se presentd menor
cantidad de transcrito, entre 1/3 y 1/4 menos con relacién a la condicion normalizadora; cuando se
aumentd la concentracion de NaCl también lo hizo la cantidad de transcrito, pero en una minima
cantidad. Si se correlaciona la actividad total de superéxido dismutasa con la cantidad de transcrito se
obtiene que su actividad es muy alta en etanol (en los tres medios) mientras que la cantidad de
transcrito es poca, probablemente se debe a que 1) al igual que con la catalasa, existe una regulacion

postraduccional que hace que la enzima sea “sUper activa” como lo menciond anteriormente

Hernandez-Saavedra (2001), o bien 2) la alta actividad enzimatica medida se debe a un gran aporte
por parte de la MnSOD.

Para concluir, los resultados de RT-gPCR junto con la actividad total de las enzimas, catalasa y
superdxido dismutasa, sugieren que la mayor actividad de catalasa obtenida en los medios con etanol
se debe principalmente al aporte de la catalasa A. La catalasa T se se propone que tiene una expresion
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constitutiva y constante que no se ve afectada por la concentracion de iones o disponibilidad de
nutrientes. En el caso de la SOD probablemente un estimulo adverso estimula una actividad altisima

y por ello la cantidad de transcrito es significativamente menor en los medios con etanol.
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8.- CONCLUSIONES

Al analizar y conjuntar los resultados obtenidos en los experimentos realizados en este trabajo con D.
hansenii como modelo de estudio, se puede concluir: Que entre las dos fuentes de carbono, glucosa
y etanol, claramente el etanol representa una fuente de estrés, probablemente oxidante. La presencia
de NaCl (0.6 My 1.2 M) en los medios de cultivo no es causa de estrés oxidante, sin embargo, su
presencia puede estar ligada a la produccidn de glicerol como soluto compatible en respuesta a la
presion osmotica ejercida por este u otros iones. Las dos nociones anteriores son apoyadas por el
tiempo de duplicacion obtenido a partir de las curvas de crecimiento, las actividades enzimaticas y el
contenido de grupos carbonilo en las muestras de proteina. El gen que si parece estar regulado por la
concentracion de NaCl y después por la fuente de carbono es Dhcta. Los genes Dhctt y Dhsod
probablemente estan regulados a nivel de postranscripcional. Contrariamente a lo que se esperaba,
la mayor susceptibilidad a que los acidos grasos poliinsaturados se peroxiden es en medio con glucosa
como fuente de carbono, probablemente este fendémeno se debe a que la sefializacion redox en esta

fuente de carbono no es tan alta como en etanol.
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9.- PERSPECTIVAS

Los resultados mostrados en este trabajo aportan informacién acerca de la regulacién redox en D.
hansenii; esto da pauta a la planeacion de experimentos para lograruna mejor comprension de este
fendmeno. En el tema particular del estrés oxidante, se ha logrado dilucidar poco de la regulacién
génica, en gran parte porque el genoma de la levadura no ha sido curado ni corregido (del todo); por
ello considero indispensable llevar a cabo estudios bioinforméaticos pues asi se podran identificar las

regiones génicas de interés.

Debido a que este trabajo inici6 con el proposito de analizar la respuesta de tres genes antioxidantes
no se abordé de la manera correcta el estudio bioquimico de las proteinas (catalasa A, Ty superdxido
dismutasa Cu-Zn), por esa razon considero vital el analisis de ciertas fracciones de los extractos
proteicos, asi como la purificacion y caracterizacion proteica. Al tratarse de analisis mas especificos
de las proteinas, aportarian informacién cualitativa y cuantitativa para entender su cinética y la
regulacion de su actividad; ya que como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, D. hansenii es un
organismo haldfilo; es evidente pensar que su metabolismo tiene requerimientos especificos que no

hemos comprendido.

Por ultimo, son necesarios estudios de microscopia electronica (de trasmision, barrido o fluorescencia)
son necesarios, pues el analisis de la morfologia amplia y sobretodo complementa cualquier otro
estudio realizado. Como se ha mencionado con anterioridad, las condiciones de crecimiento son
determinantes para dar pie a cambios en la morfologia; cambios que estan precedidos por

modificaciones en la expresion génica, en actividad bioquimica, etc.
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