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1. ABREVIATURAS.

Acetil CoA
ADP
ATCC
ATP
BHAM
Bicina
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CCCP
DHAP
DO
H20:2
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KCI
KOH
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MgCl2
MgSOa4
MOPS
NaCN
NAD*
NADH
NADPH
Pi
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Tris

YPD

Acetil coenzima A.

Adenosin difosfato.

American Type Culture Collection.
Adenosin trifosfato.

Acido benzhidroxamico.
N,N-Bis(2-hidroxietil)-glicina.

Albumina sérica bovina.

Carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona.
Dihidroxiacetona fosfato.

Densidad Optica.

Peréxido de hidrogeno.

Inosina trifosfato.

Cloruro de potasio.

Hidroxido de potasio.

Acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico.
Cloruro de magnesio.

Sulfato de magnesio.

Acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico.
Cianuro de sodio.

B-Nicotin adenin dinucleétido (Oxidado).
B-Nicotin adenin dinucleétido (Reducido).
B-Nicotin adenin dinucleétido fosfato (Reducido).
Fosfato inorganico.

Salicilhidroxamato.

Extractos libres de células, sin centrifugar.
Trietanolamina.
N-tris[hidroximetillaminometano.

Unidad de actividad enzimatica.

Medio de cultivo que contiene extracto de levadura,

peptona y dextrosa (Yeast peptone dextrose).



2. RESUMEN.

Candida albicans es una levadura de interés clinico, por ser patégeno oportunista
tanto en seres humanos como en animales. En cuanto a su metabolismo, se le
considera como aerobio facultativo, con un predominio de los procesos aerobios
para la maxima obtencion de energia. Sin embargo, se ha demostrado que en esta
levadura, el cianuro inhibe tanto la cadena respiratoria como la produccion de

etanol (glucdlisis).

Se decidié evaluar el efecto que tiene este compuesto sobre la via
fermentativa y la participacion de las mitocondrias, organulos comunmente
afectados por el cianuro; el cual es inhibidor especifico de la citocromo ¢ oxidasa

en la respiracion mitocondrial.

Se estudio el efecto del cianuro en C. albicans sobre diversos procesos
bioquimicos: a) inhibe la produccién de etanol in vivo, en todas las cepas del
género Candida, efecto que no se observa en Saccharomyces cerevisiae
(levadura modelo); b) inhibe el transporte de potasio y no permite la expulsion de
protones al medio externo (glucosa y etanol como sustratos), sin embargo al
agregar peréxido de hidrégeno, este efecto se revierte. Tal efecto tampoco se
observa en S. cerevisiae; c) el consumo de oxigeno, se inhibe parcialmente. El
porcentaje remanente, se debe a la existencia de una cadena alterna de
transporte de electrones; d) la inhibicion de la produccion de alcohol por el cianuro
se observé en extractos libres de células de C. albicans que poseian mitocondrias;
este efecto tampoco se observé en los extractos que no poseian mitocondrias, en
los que se obtiene un mayor rendimiento y e) disminuye la actividad de tres
enzimas de la via fermentativa: fosfofructocinasa, fosfoglicerato cinasa y alcohol
deshidrogenasa. Este efecto sOlo se determiné en extractos libres de células que

poseian mitocondrias.

Estos datos nos orientan hacia una posible interaccion de la fermentacion

con las mitocondrias en C. albicans. Sin embargo no contamos con informacién




suficiente para definir el mecanismo del fendmeno. Se propone como un posible
mecanismo la presencia de complejos denominados metabolones, que asocian las
enzimas de la via fermentativa. También se han descrito asociaciones de algunas
enzimas de la fermentaciéon con las mitocondrias, que por un mecanismo que
desconocemos, al inhibir la cadena respiratoria con cianuro, podria dar lugar a la

inhibiciéon de la via fermentativa.




3. INTRODUCCION.

C. albicans es una levadura de la Clase de los hemiascomicetos. Esta levadura
forma parte de la microbiota normal de los seres humanos, asi como de algunos
animales; sin embargo, bajo ciertas circunstancias puede generar candidiasis en
pacientes inmunodeprimidos, postquirdrgicos, con catéteres venosos e inclusive
en lactantes, entre otros, por lo que se considera un microorganismo oportunista.
Por este motivo, la mayoria de las lineas de investigacion actuales se encuentran
enfocadas en la busqueda e implementacion de nuevos tratamientos terapéuticos,
basados en aspectos bioquimicos particulares de esta levadura. Se le considera
como un microorganismo aerobio facultativo, debido a su capacidad para obtener
energia a partir de dos rutas metabolicas: fermentativa y respiratoria (Calahorra, et
al., 2012).

En C. albicans, la fosforilacién oxidativa es llevada a cabo por una cadena
respiratoria clasica constituida por complejos enzimaticos, la cual se inhibe con
compuestos como cianuro, antimicina A o rotenona, pero también por dos vias
complementarias, una via paralela y una oxidasa alterna que se describe como
respiracion resistente a cianuro.

Calahorra y cols. 2012, demostr6 que esta levadura en presencia de
cianuro inhibia por completo la produccion de etanol. Por consiguiente es
importante investigar qué intermediarios metabodlicos o estructuras intracelulares
estan involucradas y el mecanismo por el cual ocurre la inhibicién de esta via en

C. albicans.




4. MARCO TEORICO.
4.1 Propiedades generales de las levaduras.

Los hongos son organismos eucariontes con nucleos organizados, cuya
membrana nuclear esta bien definida; son aerobios, heterotrofos y en general no
motiles (Bonifaz, 2010). Las primeras clasificaciones se basaron en su aspecto
macroscopico, e incluia a los hongos filamentosos o mohos, las setas y las
levaduras (Madigan et al., 2009).

Dentro de estos hongos encontramos a las levaduras que son
microorganismos de los cuales se conoce desde la antigiedad. Estos hongos
pertenecen a la clase de los ascomicetos, teniendo como subclase la de los
hemiascomicetos. Son organismos eucariontes, esféricos u ovales, en mayor o
menor grado anaerobios facultativos, de un tamafio mayor que las bacterias, que
son capaces de prosperar en habitats donde se encuentran disponibles
principalmente azucares y otros compuestos organicos (Souciet et al., 2000). En
un principio solo se reconocia a S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe
como las Unicas especies de este género; por tal motivo se les considero como
levaduras convencionales (prototipos modelo). A lo largo del tiempo se fueron
aislando otros tipos de levaduras con diversos procesos metabdlicos; a los cuales
se les considera como levaduras no convencionales, ejemplos de estos son
Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, C. albicans, Debaryomyces hansenii entre
otras (Spencer et al., 2002).

Algunos de los usos que se les da a estos microorganismos radica en el
area cientifica como modelos genéticos. Dentro de la agricultura se estudian
algunos procesos metabodlicos que pueden aplicarse a otros organismos,

considerados como avances biotecnologicos.

4.2 Género Candida.

Dentro de este grupo de hongos se encuentra el género Candida, el cual incluye
un variado numero de especies, alrededor de 200, de las cuales 58 son

oportunistas tanto en animales como en el hombre, y sélo de 6 a 8 especies se




encuentran con mayor frecuencia en infecciones humanas, sobresaliendo C.

albicans.

Imagen 1.-_Ii)licrofotografié electronica de C. albicans.
Tomada de www.microbiologia.wordpress.com

Por lo regular el género Candida tiene caracteristicas definidas; son
levaduras con ausencia de pigmento; forma celular variable; su reproduccién es
por gemacion holoblastica o blastoconidio y puede formar pseudohifas o hifas
(Bonifaz, 2010), (Tabla 1). C. albicans, es oval, posee un diametro de 3-6 pum, y su
reproduccion es a través de blastoconidios. Crece en un periodo de dos a tres dias
a 28°C o 37°C, dando colonias blanquecinas y lisas; la especie se considera parte
de la microbiota normal tanto en seres humanos como en animales. Sin embargo,
cuando ocurre un cambio en las condiciones normales del huésped, se denomina
patégeno oportunista; alrededor del 78% de las infecciones a nivel nosocomial es
el principal agente etiologico y se encuentra en un 10% dentro de las infecciones
por otras patologias no asociadas a este hongo (Dumitru et al., 2004).

Tabla 1.- Taxonomia del género Candida.

Clase Ascomycetes
Subclase Hemyascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetes
] Pichia, Hansenula, Arxiozyma (estados
Género o
teleomorficos)
_ Los estados anamorficos se les
Especies

denomina Candida.




Dentro del conocimiento general de los hongos levaduriformes, es
necesario discutir aspectos bioquimicos que son fundamentales para este
proyecto, por lo que a continuacién se aclararan conceptos importantes del

metabolismo.
4.3 Metabolismo.

El metabolismo es la suma de todas las transformaciones quimicas que se
producen en una célula u organismo, en las cuales tiene lugar una serie de
reacciones catalizadas enzimaticamente, que constituyen las rutas metabdlicas.
Cada cambio quimico consiste en la eliminacion, transferencia o adicion de un
atomo o grupo funcional determinado (Nelson y Cox, 2005).

Las enzimas son proteinas consideradas como los catalizadores de las
reacciones biolégicas; son especificas para las reacciones que catalizan; cada una
cataliza solamente un Unico tipo de reaccién quimica o en el caso de algunas
enzimas, reacciones estrechamente relacionadas (Madigan et al., 2009).

En este tipo de reacciones, lo que ocurre es la unién temporal del sustrato
con la enzima en su forma tridimensional formando un complejo Enzima-Sustrato.
Al ocurrir la reaccion se forma una nueva molécula, que a su vez puede ser
sustrato de otra enzima. El producto puede ser final, pero organizadas en una
serie de reacciones consecutivas constituyen las vias metabdlicas.

Es importante establecer que en cuanto a los hongos su nutricion siempre
es por absorcion de sustancias organicas simples o elaboradas (heterétrofos).
Para su crecimiento necesitan de carbohidratos como fuente de carbono sobre
todo glucosa, sacarosa y maltosa, nitrogeno (proteinas o sales de nitrégeno) y
agua; precisan también de iones inorganicos (Bonifaz, 2010).

Las levaduras presentan una diversidad importante en cuanto a los
requerimientos que poseen para el metabolismo de carbono y oxigeno. Existe un
grupo gue se considera como aerobio obligado, el cual sélo obtiene energia a
partir de la respiracién; un segundo grupo involucra el metabolismo respiro-
fermentativo y por ultimo levaduras que exclusivamente realizan procesos

fermentativos (Rozpedowska et al., 2011).




C. albicans tiene la capacidad de obtener energia a partir de dos

mecanismos catabdlicos: la fermentacion y la respiracion.

4.3.1 Fermentacion.

Se utiliza como un término general que indica la degradacion anaerobica de la
glucosa u otros nutrientes organicos para obtener energia en forma de ATP
(Nelson y Cox, 2005).

Para catabolizar los compuestos organicos es necesario tener en cuenta
gue la energia obtenida se debe conservar, manteniendo el equilibro redox.

En la fermentacion se obtiene energia en forma de moléculas de ATP, a
través de dos fosforilaciones a nivel de sustrato. Para lograr este objetivo se
generan compuestos organicos de alta energia, que se caracterizan por contener
un enlace fosfato rico en energia, cuya hidrélisis es muy exergonica (Madigan et
al., 2009).

Los compuestos utilizados para realizar este proceso son diversos tipos de
azucares; el mas utilizado es en especial la glucosa y el proceso por el cual se
degrada se conoce como glucdlisis.

La glucdlisis también denominada via de Embden-Meyerhof, es un
proceso anaerébico que se puede dividir en tres etapas principales, cada una de
las cuales comprende una serie de reacciones enzimaticas (Fig. 1).

Etapa I: reacciones preliminares.

1. Fosforilacién de la glucosa. La glucosa es activada para su posterior
utilizacibn mediante la fosforilacion en el carbono 6, dando glucosa-6-
fosfato; el fosfato es donado por el ATP. En condiciones intracelulares, la
reaccion es practicamente irreversible, catalizada por la hexocinasa, en una
reaccion que requiere Mg?*.

2. Conversion de la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato. Este proceso lo
realiza la enzima fosfoglucosa isomerasa, que cataliza la isomerizacién
reversible de la glucosa-6-fosfato, una aldohexosa, en fructosa-6-fosfato,

una cetohexosa.




3.

Etapa

Fosforilacion de la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato. Esta
catalizada por la fosfofructocinasa la cual adiciona otro grupo fosforilo del
ATP a la fructosa-6-fosfato para obtener fructosa-1,6-bisfosfato. Este
proceso es irreversible, generando un producto totalmente destinado a
continuar por la via. La enzima responsable de este paso es un punto
importante de regulacion dentro de la via. La actividad de la enzima
aumenta cuando se agota el suministro de ATP en las células, y se inhibe
cuando la célula tiene una disponibilidad amplia de ATP.

Fragmentacion de la fructosa-1,6-bisfosfato. En este paso participa la
fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, cuyo nombre mas comun es aldolasa. La
fructosa-1,6-bisfosfato se rompe dando dos triosas fosfato diferentes, el
gliceraldehido-3-fosfato (aldosa) y la dihidroxiacetona fosfato (cetosa). Esta
reaccion es reversible.

Interconversion de las triosas fosfato. Es necesario que la dihidroxiacetona
fosfato pueda convertirse en gliceraldehido-3-fosfato, y viceversa, mediante
la triosa-fosfato isomerasa, obteniendo dos moléculas de la segunda, que

pueden continuar como sustrato de la siguiente enzima dentro de la via.
[I: produccion de NADH, ATP y piruvato.

Oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato. Esta reaccion
es catalizada por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Este
punto es importante porque se acompafa de la reduccién del NAD* a
NADH, que interviene en diversas rutas metabdlicas.

Transferencia del fosforilo del 1,3-bisfosfoglicerato al ADP. Este proceso es
catalizado por la fosfoglicerato cinasa, la cual transfiere el grupo fosfato de
alta energia del grupo carboxilo del 1,3-bifosfoglicerato al ADP, para formar
ATP y 3-fosfoglicerato.

Conversion del 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato. La enzima encargada es
la fosfoglicerato mutasa, que cataliza el desplazamiento reversible del
grupo fosforilo entre el C-2 y el C-3 del glicerato. Esta enzima tiene como
cofactor al Mg?*.




I: Reacciones
preliminares ATP

ADP
MAL Glucosa-6-fosfato '
Hexocinasa

Fosfogluco isomerasa

Fructosa-6-fosfato '

ATP

Fosfofructocinasa
ADP

Fructosa -1,6-bisfosfato '

Aldolasa

Dihidroxiacetona fosfato 'ﬁ Gliceraldehido~3-fosfato'

Tnflosafosfato 2 pi 2 NAD*
Isomerasa \

2 NADH

1,3-Bisfosfoglicerato '

2 ATP
C 2 ADP

3-Fosfoglicerato

2-Fosfoglicerato '

Fosfoenolpiruvato

C 2 ATP
2 ADP

2 Piruvato
I1I: Formacion de los
productos de
fermentacién.
Acetaldehido

C NADH
NAD*

Etanol '

1I: Produccion de NADH,
ATP y piruvato.

Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

Fosfoglicerato cinasa

Fosfoglicerato mutasa

Enolasa

Piruvato cinasa

Piruvato descarboxilasa

Alcohol deshidrogenasa

Figura 1.- Via fermentativa. Secuencia de reacciones que transforman la glucosa en piruvato y el

producto de la fermentacién, que en las levaduras corresponde a la produccién de etanol. En C.




albicans la produccion de etanol es menor en comparacion a S. cerevisiae y ademas se inhibe en

presencia de cianuro (Figura modificada de Madigan et al.,2009 y Askew et al., 2009).

9. Deshidratacién del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. En este paso se
encuentra la enzima enolasa, que elimina de manera reversible una
molécula de agua del 2-fosfoglicerato, produciendo fosfoenolpiruvato, un
compuesto también con un fosfato de alta energia.

10. Transferencia del grupo fosforilo del fosfoenolpiruvato al ADP. En este
altimo paso de la glucolisis se transfiere el grupo fosforilo del
fosfoenolpiruvato al ADP, formando piruvato. Este proceso es catalizado
por la piruvato cinasa, utilizando como cofactor al Mg?*, pero ademas
requiere de K* para funcionar. Es un punto de regulacion dentro de la via,

sensible a la presencia de ATP, acidos grasos y acetil CoA.
Etapa Ill: El consumo de NADH y los productos de la fermentacion.

11. Piruvato descarboxilasa. Esta enzima cataliza la descarboxilacion
irreversible del piruvato, obteniendo como resultado acetaldehido y CO2. En
este proceso se necesita Mg?*, y como coenzima la tiamina pirofosfato.

12. Alcohol deshidrogenasa; esta enzima reduce luego el acetaldehido a
etanol, utilizando el poder reductor proporcionado por el NADH que se

obtuvo en la formacion del 1,3-bisfosfoglicerato (Nelson y Cox, 2005).

El balance global de este proceso es el siguiente:

Glucosa + 2 ADP + 2 Pi + 2 H* » 2 Etanol+2 CO2+ 2 ATP + 2 H20.

Puede verse que, no obstante la aparente complejidad y el nUmero grande
de pasos, en esta via sélo se producen dos moléculas de ATP, cifra muy inferior a
la que se obtiene durante la respiracion.

En cuanto a C. albicans se le ha clasificado como una levadura Crabtree
negativa; esto quiere decir que en presencia de una concentracion elevada de
glucosa prefiere obtener energia a partir de la fosforilaciébn oxidativa y Pasteur
positiva, lo que indica que en presencia de oxigeno, la produccion de etanol

disminuye (Calahorra et al., 2012).
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En relacion con esta informacion, Rozpedowska et al. (2011) realizaron
experimentos para explicar el metabolismo de la glucosa bajo condiciones
anaerobias y aerobias en C. albicans. Los resultados obtenidos fueron que en un
medio estrictamente anaerobio, el crecimiento de esta levadura es nulo; sin
embargo, era capaz de producir cantidades de etanol considerables. En cuanto a
la exposicién en un medio aerobio, se determind que era capaz de tener tiempos
de duplicacion mayores que S. cerevisiae, pero en cuanto a la produccion de
etanol, C. albicans obtuvo la menor concentracion en el medio evaluado. Es por
este motivo que la mayoria de los autores apuntan que esta levadura, de manera
preferente realice procesos aerébicos. Sin embargo, Calahorra et al. (2012)
consideran que esta via es un paso importante dentro del metabolismo energético
en esta levadura.

Por lo expuesto, estos mismos autores decidieron caracterizar el
metabolismo glucolitico en esta levadura. Al evaluar la produccién de etanol en
presencia de cianuro, compuesto utilizado para inhibir la respiracion, determinaron
gue este compuesto no sélo era capaz de inhibir la cadena respiratoria; también
inhibid la produccién de etanol. Este fenGmeno no sucede en S. cerevisiae, la cual
en presencia de cianuro estimula o mantiene la produccién de etanol para
compensar los requerimientos energéticos celulares. A partir de estos resultados,
se propuso que esta inhibicién en C. albicans se encuentra involucrada a partir de
la formacién del compuesto dihidroxiacetona en la via glucolitica, lo que implica
una menor produccion de NADH y ATP que son compuestos energéticos

esenciales para continuar con la via en ausencia de oxigeno.

4.3.2 Respiracion.

Este es el segundo proceso catabdlico, en el cual existen, por una parte, procesos
en los que moléculas reducidas (ricas en electrones), en su mayor parte NADH,
estos electrones son utilizadas por diversos complejos para reducir oxigeno
(respiracion aerobia) y asi obtener energia en forma de ATP.

De manera general, el proceso de oxidacion de la glucosa hasta formar

CO2 més H20, se logra a través, primero de una serie de transformaciones del
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piruvato, para después ser sustrato del Ciclo de Krebs en donde la mayor parte de
los electrones obtenidos provienen de la accién de las deshidrogenasas que los
canalizan hacia aceptores universales de electrones: nucle6tidos de nicotinamida
(NAD* o NADP*) o nucleétidos de flavina (FMN o FAD). Luego, los electrones de
estas moléculas son transportados hasta el oxigeno por una serie de complejos
proteicos (I, I, 1ll, IV y V) , localizados en la membrana interna de la mitocondria,
que actuan como bombas; es decir, que en su mayoria poseen la capacidad de
transportar protones al espacio externo de la mitocondria como resultado del
transporte de electrones. De forma general el complejo | es una NADH ubiquinona
oxido-reductasa la cual se encarga de transportar los electrones obtenidos de la
oxidacion del NADH a un conjunto liposoluble denominado ubiquinona. El
complejo Il se denomina como succinato ubiquinona oxidoreductasa la cual
transforma los electrones obtenidos del succinato para formar el complejo QH2. El
complejo Il ubiquinol citocromo c oxidoreductasa que obtiene electrones del QHz2'y
los transporta a un complejo hidrosoluble que se denomina citocromo c. El
complejo IV citocromo c¢ oxidasa, el cual tiene como funcion reducir el oxigeno en
agua y obtener asi los electrones suficientes para translocar protones. El Ultimo
complejo es el V que pertenece a la ATPasa transmembranal (Cabrera, 2010). El
bombeo de protones (con carga positiva) genera una diferencia de potencial entre
ambos lados de la membrana. Estos protones son luego utilizados por una
ATPasa, o mas bien (ATP sintasa) que es un complejo multiproteico cuya funcion
es hacer uso de esta fuerza motriz para fosforilar el ADP, regresando los protones
a la matriz mitocondrial y asi obtener ATP (Nelson y Cox, 2005).

Existen diversos compuestos que evidencian este proceso los cuales se
denominan inhibidores de la cadena respiratoria.

El cianuro es un compuesto organico porque presenta carbono en su
estructura; bloquea el transporte de electrones del citocromo a + as (complejo 1V)
al oxigeno. Lo que implica la inhibicién de toda la cadena.

Otro compuesto que se encuentra dentro de esta clasificacion, es la
antimicina A gue actta en el complejo lll, lo que impide la reoxidaciéon del NADH y
el FADH:.
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Existen otros compuestos denominados desacoplantes, los cuales no
afectan o incluso aceleran el transporte de electrones, pero que impiden la
formacién de ATP. La accién de estos compuestos consiste en desacoplar el
sistema fosforilante del sistema respiratorio. Ejemplo de estos compuestos son el
2,4-dinitrofenol, el CCCP y el FCCP (Peiia et al., 2004).

C. albicans, presenta tres tipos de cadenas respiratorias. La primera es la
cadena respiratoria clasica la cual consta de los complejos I, 11, Il y 1V; a diferencia
de S. cerevisiae que carece del complejo | (Helmerhorst et al., 2002).

La segunda se denomina oxidasa alterna (AOX), comunmente
considerada como responsable de la respiracion resistente a cianuro; es un
complejo que suele encontrarse en las plantas sometidas a estrés. En Candida
(Fig. 2) se ha descrito que a partir de la coenzima Q, tiene lugar el transporte de
electrones para reducir el oxigeno en agua sin bombear protones al medio
externo. Este mecanismo se manifiesta cuando tanto el complejo 11l como IV no
funcionan adecuadamente. Los compuestos que logran inhibir este complejo son
el SHAM, BHAM vy los alquilgalatos (Veiga et al., 2003).

La dltima se denomina via paralela (PAR); en ésta se oxida una serie de
compuestos exdgenos a partir de la ubiquinona de la cadena clasica. Esta ruta
tampoco es capaz de translocar protones, por lo que su funcionamiento sélo
ocurre ante el bloqueo en las cadenas principales. Su flujo de electrones tiene una
eficiencia pobre por tener sélo el 10% de la capacidad en consumo de oxigeno.

Para inhibir este complejo se utiliza amital, mixotiazol y cianuro (Ruy et al., 2006).
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NADH BHAM 0
Citoplasmatico e A
T AOX @ oA ﬁ CN-
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deshidrogenasa Clll |—( SYtC | CIV| — 0,
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rotenona/ \ ;
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deshidrogenasa Cll \‘ ,/ \PAE/} \_AR/I
interna
I
Matriz T CN-
NADH

succinato

Figura 2.- Representacion de las tres vias en la cadena respiratoria del género Candida. Es

importante sefalar que la oxidasa alterna no se inhibe en presencia de cianuro. Abreviaturas C I, Il,

'y IV: se refiere a los complejos multiproteicos que constituyen la cadena respiratoria; CoQ: se

refiere a un conjunto de ubiquinonas que transporta electrones a los subsecuentes complejos;

AOX: oxidasa alterna; BHAM: acido benzohidroxamico; AA: antimicina A; CN: cianuro; cyt c:

citocromo c; cyt b: citocromo b; PAR: cadena paralela (Figura modificada de Ruy et al., 2006).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El cianuro es un compuesto organico que inhibe el complejo IV y en consecuencia
bloquea el paso de los electrones en la cadena respiratoria; en microorganismos
como S. cerevisiae al ocurrir este fenOmeno, aumenta la produccion de etanol
para compensar los requerimientos energéticos.

C. albicans, en presencia de este compuesto muestra una menor
produccion de etanol.

Por lo tanto es importante aclarar el efecto que tiene este compuesto
sobre la via fermentativa y si existe la participacion de estructuras intracelulares
como la mitocondria.

Este tema es de relevancia porque nos puede ayudar a conocer algunos

mecanismos bioquimicos diferentes en la fisiologia de C. albicans.

6. HIPOTESIS.

La inhibicion de la via fermentativa con cianuro en C. albicans, se debe a una

interaccidn de la glucdlisis con la respiracion mitocondrial.
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7. OBJETIVOS.

Objetivo principal:

» Describir el mecanismo por el cual el cianuro inhibe la via fermentativa en la

levadura C. albicans, utilizando, para ello, diversas técnicas bioquimicas.

Objetivos particulares:

» Estudiar y desarrollar las metodologias bioquimicas analiticas necesarias
para obtener resultados adecuados.

» Realizar los experimentos pertinentes para intentar definir el mecanismo de
inhibicién de la fermentacién por el cianuro en C. albicans.

> Evaluar este efecto en diversas cepas del género Candida.

» Analizar el efecto del cianuro en la fermentacion de C. albicans
determinando la produccién de etanol, tanto in vivo como en
extractos libres de células.

> Evaluar el transporte de potasio y la acidificacion del medio en C.
albicans en presencia de cianuro y comparar con S. cerevisiae.

» Determinar el efecto del cianuro en el consumo de oxigeno en C.
albicans en comparaciéon con S. cerevisiae.

» Medir la actividad enzimatica de las enzimas glucoliticas en

presencia y ausencia de cianuro.
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8. METODOLOGIA.
Para realizar los ensayos se utilizaron las siguientes cepas:

% S. cerevisiae obtenida de una cepa comercial propiedad de La Azteca, S.A.,
México.

L)

» C. albicans ATCC 10231, aislada de un paciente con broncomicosis.

0

X/
L %4

C. albicans ATCC 14053, aislada de sangre humana.
+» C. albicans ATCC 90028, aislada de sangre humana.

X/
°

Candida dubliniensis.

+ Candida parapsilosis.
8.1 Condiciones de cultivo.

Las levaduras se mantuvieron en un medio sélido YPD en cajas de Petri, cuya

composicion es la siguiente:

» 2% Glucosa.

» 2% Peptona de gelatina.
» 1% Extracto de levadura.
» 2% Agar.

De este cultivo se sembrdé una asada de levadura en 500 mL de medio
liquido YPD:

> 2% Glucosa.
» 2% Peptona de gelatina.
> 1% Extracto de levadura.

Este medio se incub6 en un agitador mecanico a 250 rpm, 30 °C durante
24 horas. Las células se centrifugaron, realizando dos lavados con agua libre de
iones, a 2100 rpm durante 10 minutos. Una vez obtenido el paquete celular se
resuspendio en 250 mL de agua para ayunarlas durante 48 horas bajo las mismas

condiciones de agitacion.
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Transcurrido este plazo se cosecharon las células y el paquete obtenido
se centrifugé a 3200 rpm durante 10 minutos en una centrifuga clinica con dos

lavados de agua.
8.2 Preparacioén de extractos libres de células.

Se prepar6 un buffer de ruptura en frio de MOPS-HCI 10 mM pH 7, al cual se le
agrega una pastilla, por cada 50 mL de buffer, de una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete de Roche®©), cuya funcién es inhibir las proteasas que
existan posteriores a la ruptura y puedan desnaturalizar las enzimas.

El paquete celular se resuspendi6 en el buffer de ruptura a una proporcion
de 50% m/v.

Dentro de una camara para el “bead beater’, se coloco la suspension
(ocupando el 50% del volumen de la camara), ademas de perlas de vidrio de 0.45
mm de didmetro con las que se realizé la ruptura. Esta camara se encontraba
dentro de una camisa de hielo, para evitar la desnaturalizacion de las proteinas.
Las células se rompieron con seis pulsos de 30 segundos, con descansos de tres
minutos.

La suspension que se obtuvo se centrifugd en una centrifuga Beckman

con un rotor JA-25.50, durante 10 minutos en dos diferentes condiciones:

% 3000 X g, obteniendo extractos celulares que contienen mitocondrias.

% 17500 X g, obteniendo extractos celulares libres de mitocondrias.

A cada sobrenadante se le cuantific la concentracion de proteina por el
método de Lowry modificado por Markwell et al., (1978). Los extractos se
distribuyeron en tubos de eppendorf y se conservaron en un ultracongelador
REVCO a -70°C hasta su uso.

8.3 Determinacién de etanol.

Se utilizé el espectrofotometro Beckman DU 650 y celdas de vidrio con un 1 cm de

paso de luz.
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Se preparo el medio de incubacién como sigue:

s Buffer MES ajustado con TEA, pH 6., 10 mM
B GlUCOSA. e s 67 mM
@ KH2POs , pH B.5. . 6.7 mM
B MO e 6.7 mM
S ATP, SAl A SOAI0. .. eeiiiii i 0.7 mM
@ NAD?*, Sal de SOIO. ... 0.5mM
B H2O c.b.p.3 mL

En este medio de incubacion se adiciond el elemento biolégico, con o sin
cianuro de sodio a una concentracion de 0.3 mM al igual que peréxido de

hidrogeno a una concentracion 8.8 uM de la siguiente forma:

» Con células enteras, el equivalente a 200 mg de peso humedo.
» Extractos sin mitocondrias, 0.5 mg de proteina.

» Extractos con mitocondrias, 0.5 mg de proteina.

La incubacién se realiz6 en un bafio a temperatura de 30°C durante 10
minutos. Las muestras se colocaron luego en hielo durante 10 minutos. Los tubos
se centrifugaron en una centrifuga clinica a 3200 rpm durante 3 minutos.

Para determinar la cantidad de etanol producida, se utiliz6 el sobrenadante
obtenido por centrifugacion. Se preparé un medio con 10 mM de buffer de bicina
ajustado con KOH a pH 9, 1.51 mM de NAD* sal de sodio, preparado en el mismo
buffer, a un volumen final de 2 mL. Para realizar el ensayo se agregé 0.285 U de
aldehido deshidrogenasa (Sigma-Aldrich A-9770), tomando una lectura de
absorbancia a 340 nm. Luego se afiadi6 141.3 U de alcohol deshidrogenasa
(Sigma-Aldrich A-7011), se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos
para llevar a cabo la reaccion, y se registr0 una segunda lectura al finalizar el
tiempo de incubacion.

A la par de la determinacion, se realiz6 una muestra estdndar de etanol, a una
concentracion 17.58 mM. Sus cambios de absorbancia se utilizaron para calcular

la concentracion final de etanol.
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Con los datos obtenidos, se realiz6 un analisis estadistico mediante la
prueba de Fischer para definir diferencias significativas entre las varianzas control
y las muestras con cianuro. A continuacion se aplico la prueba de t de Student
para determinar la diferencia entre las medias poblacionales de ambos

tratamientos con un nivel de confianza del 95%.

8.4 Transporte de potasio y acidificacion del medio.

En este ensayo se utilizaron las cepas C. albicans ATCC 10231y S. cerevisiae “La
Azteca’.

El ensayo se llevd a cabo en una camara conectada a un bafio a
temperatura constante (30° C) y agitaciéon constante. Dentro de esta camara se
coloco un electrodo selectivo para potasio y otro para determinar la concentracion
de protones libres (pH). Los electrodos se conectan a un voltimetro el cual registra
una diferencia de potencial, acoplado a un programa de computadora que
transforma la sefal en un gréfico.

A continuacion se presenta una tabla que resume los componentes que se

utilizaron durante los ensayos.

Tabla 2.- Componentes utilizados para determinar el transporte de potasio y acidificaciéon. El
volumen total se ajusta con agua hasta 10.0 mL.

Componentes Concentracién Volumen Concentracién
inicial agregado final en el ensayo.
(Vol. Final=10 mL)

Buffer Mes-TEA 0.1 M pH=6 0.1M 0.2 mL 2mM

Levadura 50 % m/v 0.5mL 25 mg/mL

Glucosa 1M 0.2 mL 20 mM

Etanol Y 0.2 mL 20 mM

H20:2 8.8 mM 0.01 mL 8.8 uM

NaCN 0.2M 0.015 mL 0.3 mM

8.5 Consumo de oxigeno.

Este ensayo se realizO en una camara cerrada, conectada a un bafio a

temperatura constante (30° C) y agitacion constante. Dentro de ella se coloc6 un
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electrodo tipo Clark conectado a un voltimetro que envia las sefiales a un

programa de computadora que registra y grafica la sefial en tiempo real.

Tabla 3.- Compuestos utilizados para determinar el consumo de oxigeno.

Componentes Concentracién Volumen Concentracion
inicial agregado final en el ensayo.
(Vol. Final=5 mL)
Buffer Mes-TEA 0.1 M pH=6 0.1M 0.5mL 10 mM
Levaduras 50 % m/v 0.05 mL 10 mg/mL
Glucosa 1M 0.1 mL 20 mM
Etanol 1M 0.1mL 20 mM
NaCN 0.2M 0.0075 mL 0.3 mM

8.6 Actividad enzimatica.

Para medir las actividades de diferentes enzimas, se utilizaron métodos indirectos,
en los cuales se siguen los cambios de absorbancia del NADH, que absorbe luz a
340 nm. Se utilizé un espectrofotdmetro marca Aminco DW-2a UV/Vis, actualizado
por la empresa Olis. Tiene un portaceldas que mantiene la temperatura constante
y un agitador magnético.

Proceso: Se utilizaron celdas de vidrio de 1 cm de paso de luz, en las que
se coloc6 el medio de reaccién especifico para evaluar cada enzima. Luego se
insertd la celda dentro del espectro donde se mantuvo a 30°C y en agitacion
constante.

Se indicaron en la computadora las condiciones para realizar la lectura de
las muestras. Se inici6 el trazo sélo con el medio de incubacion durante 98

segundos; posteriormente se agregd extracto con una microjeringa como sigue:

= 3000 x g control: medio de reaccién mas el extracto con mitocondrias.

= 3000 x g NaCN: medio de reaccion con 0.3 mM de NaCN mas el extracto
con mitocondrias.

= 17500 x g Control: medio de reaccion mas el extracto libre de mitocondrias.

= 17500 x g NaCN: 0.3 mM de NaCN mas el extracto libre de mitocondrias.
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Se muestra un trazo ejemplo, obtenido por el espectrofotometro.

14 -
B Adician del sustrato.
12 - /
Pendiente can
1
— Pendiente sin sustrato.
E 08 - sustrato.
s O
-
n
B a6
=f
04 -
0.2 -
Q . : . .

Tiempo (Min)

Figura 3.- Ejemplo de la grafica obtenida en el espectrofotometro, al evaluar la actividad de una enzima

acoplada a los cambios del NADH.

A continuacién se presenta el desarrollo para obtener el valor de la

actividad enzimatica en unidades de nmol/ min/ mg de proteina.

ADO * volumen final x 1000000
e xlxt*mgdeproteina

Actividad enzimatica =

Dentro de la formula:
A DO: es la diferencia de absorbancia por minuto.

€ . coeficiente de absorcién molar, en estos ensayos corresponde al NADH, que es

6317 M1 cm (Bergmeyer et al., 1983).
| : es la distancia del paso de luz de la celda (1 cm).

Se realiz6 un andlisis estadistico mediante la prueba de Fischer para
determinar si existe diferencia significativa entre las varianzas del tratamiento

control y aquellos a los que se afadié cianuro.
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Una vez obtenido el resultado se procedié con el analisis, utilizando la

prueba de t de Student para comparar las medias estadisticas, con un nivel

minimo de confianza del 90%.

Protocolo utilizado para cada enzima (Sanchez et al., 2006) y (Bergmeyer

et al., 1983):

Hexocinasa
= Buffer de TEA ajustadocon KOHapH 7.6..........ccocoeiiiiiiiiiiinn.n. 40 mM
= Glucosa disueltaen buffer.............cooiii 222 mM
B MO 2 8 mM
= NADH sal dipotasica..........ccoiiiiii 0.9 mM
= ATP sal de SOAi0.......c.oiiiii s 0.6 mM
=» Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa..............ccoiiiiiiiiiiiininnnee, 0.55 U/mL
=2 Volumenfinal..... ..o, 2.6 mL
Fosfofructocinasa:
=>» Solucion principal (1.8 mL):

= BUffer TS PH 7.6 e 56 mM
B T P 1.7 mM
T MOS0 e 5 mM
= Sulfato de amonio..........cooiiii 10 mM
= 2-Bmercaptoetanol...........ccooiiiiii 5.6 mM

= Mezcla de enzimas (utilizar 0.1 mL):

=>» Buffer Tris-HCI pH 7.6 con BSA.

=>» Glicerol-Fosfato deshidrogenasa..............ccooviiiiiiiiiiis 50 U/mL

=>» Triosafosfato isomerasa............ccooooiiiiiiiiii i, 300 U/mL

=D AldOlasa. ... 29.4 U/mL
=>» Fructosa-6-fosfato sal de sodio...........ccooiiiiiiiiiiiii 330 mM
= Volumen final........oooii 2.2mL
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Aldolasa

= Buffer Tris pH 8.5. ... o 80 mM
D MOSO4 7 HoO .. 1.6 mM
i 2 + (O 5.4 mM
= NADH sal dipOtaSiCa. .....cuiiriiei e 0.6 mM
=» Fructosa-1,6 bisfosfato en sal de sodio...............oiiiiiiiiiiiiiiiiinnee, 0.6 mM

=>» Triosafosfato isomerasa...........ccooviiiiiii i 1.5 U/mL
=>» Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa..............ccoooviiiiiiiiiiinen. 0.1 U/mL

D HoO c.b.p. 2.5 mL

Gliceraldehido-3-Fosfato deshidrogenasa

= Bufferde TEA-KOHPH 7.6.......cccciiiiiiiiiicie..82.5 MM

D MOS0 e e 1.7 mM
= ATP, SAl A SOAI0. ...t 1.1 mM
= CiSteiNa. . 5mM
= NADH, sal dipotasiCa..........ccooiiiii 0.4 mM
D> Acido 3-fOSFOGICEIICO. .. ...n e 6 mM
=>» Fosfoglicerato cinasa............c.oooiiiiiiii 14.8 U/mL
D HoO c.b.p.2mL

Fosfoglicerato cinasa

=>» Buffer de TEA ajustado con KOHapH 7.6.............ccooiiiiiiiini, 78.3 mM
D MOS0 i e 1.6 mM
=D ATP, Al de SOAI0......uiiiiie e 1.1 mM
= EDTA enbuffer.... ..o 0.9 mM
= NADH, sal dipotasiCa.........cccviiiiii s 0.2 mM
> Acido 3-fOSFOGIICENICO. .. ..vv e 6.5 mM
=>» Gliceraldehido-3-Fosfato deshidrogenasa...............c.cooeviiiiiinn. 2.5 U/mL
=2 Volumen final..... ... 3.2mL
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Enolasa

=>» Buffer de TEA ajustado con KOHPH 7.6...........cccoiiiiiiiiiie. 83 mM
T MO S O e 3.3 mM
= ADP , Sal de SO0 . ..o 1.1 mM
= NADH, sal dipotasiCa..........cooiiiiii e, 0.2 mM
D> Acido 2-fOSfOGIICEIICO. ... ..u et 0.9 mM
=>» Lactato deshidrogenasa...............coooiiiiiiii 18.5 U/mL
= Piruvato CiNasa...... ..o 2.7 U/mL
= Volumen final..... ... 3.0 mL

Piruvato cinasa

=>» Buffer de TEA ajustado con KOHPpH 7.6..........ccocviiiiiiiiiiiin.e. 85.6 mM
=> ADP, sal de SOAI0.. ..o 4.7 mM
= NADH, sal dipotasiCa.........ccoviiiiii i 0.2 mM
=» Fosfoenol piruvato sal de potasio, en un medio con MgSO4 0.05 My KCI 0.2

VL 0.9 mM
=> Lactato deshidrogenasa............ccooeiiiiiiiiii i 9.2 U/mL
= Volumen final..... ... 3.0 mL

Piruvato descarboxilasa

= Bufferdecitrato pH 6. 99 mM
= NADH, sal dipotasiCa.........coiiiiii i, 5mM
= Piruvato de SOdio..... ..o 33 mM
=> Alcohol deshidrogenasa...........co.oviiiiiiiiiiiieeee 22.5 U/mL
D HoO c.b.p.2mL

Alcohol deshidrogenasa

= Buffer Hepes pH 7.5.. ..o 20 mM
= NADH, sal dipOtaSIiCa........couiiiiiii e, 1.7 mM
= Acetaldenido. ... ..o, 1.1 mM
D HoO c.b.p2mL
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9. RESULTADOS.
9.1 Determinacién de etanol en diversas cepas de Candiday S. cerevisiae.

Se midio la produccion de etanol en diversas cepas de Candida en comparacion a
S. cerevisiae la “Azteca”. Este punto era importante para definir si la inhibicion por
cianuro era especifica para el género o era exclusivo de la cepa ATCC 10231.

La Figura 4 muestra que, en efecto, aunque en diferente grado, el cianuro
inhibid la fermentacién en tres cepas de C. albicans, asi como en C. dubliniensis y
C. parapsilosis. Se encontr6 también que la ultima tiene una menor capacidad
fermentativa que las demas. Este efecto no se observa en S. cerevisiae quien

mantuvo la produccién de etanol en presencia del inhibidor.

120 - Determinacion de Etanol

100 - [
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60 -

40 *
ol

) I I '

0o - : " " . .

Azteca Azteca CN Candlda Candlda Candlda Candlda (o8 C. albi C. albi C. albi
Control

*

umola de Etanol/ g de levadura

bli i bli is parapsill i 10231 10231 CN 14053 14053 CN 90023 90023 CN
Control CN Control CN Control Control Control

Figura 4.- Inhibicién de la produccion de etanol en Candida in vivo utilizando cianuro a una
concentracion 0.3 mM, efecto que no se observa en “La Azteca”. Para realizar el ensayo se utilizd
10 mM de buffer MES-TEA pH 6, 67 mM de glucosa, 6.7 mM de KH2PO4 pH 6.5, 6.7 mM MgClz,
0.67 mM de ATP y 0.50 mM de NAD", en un volumen final de 3 mL. Se realiz6 una incubacién
durante 10 minutos a 30° C y con los sobrenadantes se realizé la determinaciéon (n>6). * existe
diferencia significativa respecto a su control.

A partir de estos resultados se decidié continuar la investigacion con la
cepa C. albicans ATCC 10231, y como control negativo del efecto del cianuro

sobre la cepa comercial S. cerevisiae “La Azteca”.
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En esta cepa de C. albicans se probo el efecto que ejercia el peroxido de
hidrégeno sobre la produccion de etanol (Fig. 5). Este compuesto es sustrato de
la enzima catalasa que se encuentra en el citosol de la célula, aportando una

concentracion extra de oxigeno que se utiliza en la cadena respiratoria.

100 -

Determinacion de Etanol

umola de Etanol/ g de levadura

Ca 10231 Ctrl Ca 10231 CN Ca 10231 H;0; Ca10231 M

Figura 5.- Efecto del perdoxido de hidrégeno en la produccion de etanol en la cepa C. albicans
ATCC 10231. Se realiz6 la determinaciébn como se describi6 en el apartado anterior. Los
compuestos que se probaron fueron: cianuro de sodio 0.3 mM y peréxido de hidrégeno 8.8 uM

(n>6). M: se realizé una combinacion de cianuro de sodio y peroxido de hidrégeno en el ensayo.

Se observa que en presencia de perdxido de hidrégeno la producciéon de
etanol disminuye con respecto al control por estimular la fosforilacion oxidativa en
esta levadura que es principalmente aerobia, mientras que al utilizar ambos
compuestos la produccion de etanol disminuye de manera considerable esto nos
da la pauta para plantear que el cianuro inhibe ambas vias y es posible que esta

levadura tome una ruta alterna para obtener energia.

27




9.2 Transporte de potasio.

Este cation se encuentra involucrado en procesos importantes a nivel intracelular,
y su transporte es un indicador del metabolismo asi como del estado energético de
la levadura.

Como primer paso se determiné el transporte en presencia de glucosa
como sustrato; este compuesto activa la via glucolitica y la respiracion, que en
consecuencia forman ATP, el cual es sustrato de la ATPasa de membrana
plasmatica, que es capaz de translocar protones al medio externo, modificando el
equilibrio, generando un potencial electroquimico, lo que permite el ingreso a la
célula de diversos iones entre ellos el potasio, impulsado por dicho potencial (Fig.
6).

Al medir el transporte de K* en C. albicans con glucosa como sustrato, se
encontré que transcurre normalmente (Fig. 7), aunque no tan rapido como en S.
cerevisiae (Fig. 8). En S. cerevisiae el aporte energético puede provenir tanto de la
glucodlisis como de la respiracion, por lo que el cianuro no tiene efecto sobre el
transporte del K* (Fig. 8). En C. albicans por otra parte, el cianuro si inhibio el
transporte. En la figura 6 se observa que utilizando glucosa como sustrato, se
produjo un transporte que se puede considerar como control; sin embargo al
agregar cianuro 0.3 mM se observd una inhibicién total, indicando que estan
comprometidas ambas vias metabdlicas, en concordancia con la inhibicién, no
solo de la respiracion, sino de la fermentacion, mostrada en la Fig. 4.

Se realizaron ensayos en ambas levaduras utilizando otros inhibidores de
la cadena respiratoria. La antimicina A actta a nivel del complejo Ill y el CCCP,
que desacopla la cadena respiratoria. Se observd que no se afecta el transporte
en concentraciones de 4 uM y 20 uM respectivamente. Esto nos indica que dentro
de los compuestos que inhiben la cadena respiratoria, el cianuro tiene una
inhibicion completa del transporte de potasio en particular para C. albicans (figuras

mostradas en el anexo).
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Glucosa

ATP
e 4-.€
ADP

ApH  + -

AcetilCoA NAD*

: ADP

Figura 6.- Transporte de potasio y acidificacion del medio en una levadura comuin. En este gréfico
se muestra el proceso por el cual se internaliza potasio por los distintos transportadores
membranales especificos (aqui representados por una elipse azul); se genera energia y se
expulsan protones al medio externo por la H*-ATPasa de membrana plasmatica (elipse naranja).
CK: Ciclo de Krebs.

Transporte de potasio

2.1 A
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1.7 -+

mV

1.5 4
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«—— Glucosa+ NaCN
10 pM K* ‘—— Glucosa + H:0;

1.1
0.9
— Glucosa+ HyO0p + NalN
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0 50 100 150 200 250
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Figura 7.- Transporte de potasio en la levadura C. albicans con 48 horas de ayuno. Incubacion: 2
mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 0.3 mM de NaCN y 8.8 uM de H20:2 en un volumen
final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agreg6 10 uM de KCI como referencia y a los 50
segundos 250 mg en peso humedo de levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 8.- Transporte de potasio en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de ayuno. Incubacion: 2
mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 0.3 mM de NaCN y 8.8 uM de H20:2 en un volumen final
de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agreg6é 10 uM de KCI como referencia y a los 50
segundos 250 mg en peso humedo de levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.

En otro experimento probamos el efecto del uso de perdxido de hidrégeno,
que se descompone en Oz y H20, por efecto de la catalasa. El oxigeno que se
agrega al medio es utilizado por la levadura para mantener la fosforilacién
oxidativa y asi los niveles energéticos. Tal cosa no ocurre en presencia de cianuro,
por estar bloqueada la cadena respiratoria. En tales condiciones, sin embargo,
gracias a la glucdlisis, debiera haber un transporte del K*, por la energia generada
en ella, como sucede en S. cerevisiae (Fig. 8). Un dato que sorprende (Fig. 7) es
que en C. albicans, al agregar H202 en presencia de CN-, se recupero el
transporte, en un grado similar al control. Puede verse que en S. cerevisiae se
conserva el transporte bajo ambas condiciones (Fig. 8).

Otro sustrato utilizado fue el etanol, cuyo aporte energético proviene de la
fosforilacion oxidativa. Es entendible que en presencia de cianuro el transporte se
inhiba por completo en ambas levaduras (Figs. 9 y 10). Sin embargo en C.
albicans, aunque se observo una inhibicion total del transporte con 0.3 mM de
NaCN, al agregar también peroxido de hidrogeno, se observé una pequefia
aceleracion del transporte (Fig. 9), cosa que no sucedié con S. cerevisiae. Al

utilizar antimicina A 'y CCCP, el transporte se inhibi6 totalmente (figuras mostradas
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en anexo). En S. cerevisiae, no se observo esta reversion del efecto del CN- (Fig.
10). Estos resultados indican que existe una produccion muy pobre de ATP,
ocasionado por la interrupcion de la via fermentativa en presencia de cianuro. Sin
embargo, es dificil explicar ambos fendmenos: a) la inhibicion de la fermentacion

por el CN"y b) la reversion de esta inhibicion por el perdxido de hidrégeno.

1.8 Transporte de potasio
1.7 -

1.6 -

1.5 1 Levadura
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1 10um K* Etanol + H:0z
09 M
——E +Hz0z + NaCN
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Figura 9.- Transporte de potasio en la levadura C. albicans con 48 horas de ayuno. Incubacién: 2
mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 0.3 mM cianuro de sodio, 8.8 uM de H202 en un volumen
final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agregé 10 uM de KCI como referencia y a los 50
segundos 250 mg en peso humedo de levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 10.- Transporte de potasio en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de ayuno. Incubacion:
2 mM de MES-TEA pH 6, como sustrato 20 mM de etanol, 0.3 mM cianuro de sodio, 8.8 uM de
H20:2 en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agreg6 10 pM de KCI como
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referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso himedo de levadura. Trazo representativo de tres

repeticiones.

9.3 Acidificacion.

Tanto C. albicans (Fig. 11), como S. cerevisiae (Fig. 12) son capaces de acidificar

el medio, y este proceso requiere de un sustrato. Las Figuras 11 y 12 muestran

que en su ausencia, se produce una alcalinizacion.
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Figura 11.- pH en la levadura C.albicans con 48 horas de ayuno. Medio de incubacion: 2 mM de
MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa en un volumen final de 10 mL. Al iniciar el trazo se agregé 250
mg en peso himedo de levadura. Se realiz6 una curva patron de HCI.

representativo de tres repeticiones.
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Figura 12.- Cambios del pH producidos por S. cerevisiae con 24 horas de ayuno. Medio de
incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa en un volumen final de 10 mL. Al iniciar el
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trazo se agreg6 250 mg en peso himedo de levadura. Se realiz6 una curva patrén de HCI. SS: sin
sustrato. Trazo representativo de tres repeticiones.

Existe una relacion entre el transporte de potasio hacia el interior de la
célula y la salida de protones al medio, pues este Ultimo genera el gradiente
electroquimico de la membrana plasmética, que impulsa a los cationes al interior
de la célula (Pefia et al.,, 1972). La entrada del K* aumenta el requerimiento
energético de la levadura y se estimula el metabolismo para mantener la
concentracion del ATP intracelular, que es utlizado por la ATPasa
transmembranal para exportar al medio externo. También en C. albicans la
presencia de K* en el medio estimula la acidificacion del medio (Fig. 13).

Al agregar cianuro, en C. albicans, se observo una inhibicion del bombeo
de protones al medio, lo cual produce la disminucién del potencial electroquimico
transmembranal (Fig. 13) y por tanto, la inhibicibn también del transporte de

potasio (Fig. 7). Este efecto se revirti6 en ambos al agregar agua oxigenada.
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Figura 13.- Cambios del pH del medio producido por C. albicans con 48 horas de ayuno. Medio
de incubacién : 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 0.3 mM de cianuro de sodio, 8.8 uM
de agua oxigenada en un volumen final de 10 mL. Al iniciar el trazo se agregé 250 mg en peso
himedo de levadura. Se realizd una curva patrén de HCI. Trazo representativo de tres
repeticiones.

En contraste, con S. cerevisiae no se observé ni la inhibicion del bombeo
de H* por el CN-, ni efecto alguno del H202 (Fig. 14).
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Figura 14.- Cambios del pH con la levadura S. cerevisiae con 24 horas de ayuno. Medio de
incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 0.3 mM de cianuro de sodio, 8.8 uM de
agua oxigenada en un volumen final de 10 mL. Al iniciar el trazo se adiciona 250 mg en peso
hiamedo de levadura. Se realizO una curva patrén de HCI. Trazo representativo de tres
repeticiones.

Con etanol como sustrato, con S. cerevisiae, luego de una alcalinizacion del medio
al agregar las células, se observé una muy leve acidificacion (Fig. 15). Algo

semejante ocurrié con C. albicans (Fig. 16).
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Figura 15.- Cambios del pH del medio producidos por S. cerevisiae con 24 horas de ayuno. Medio
de incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol en un volumen final de 10 mL. Al iniciar
el trazo se agreg6 250 mg en peso himedo de levadura. Se realiz6é una curva patrén de HCI. Trazo
representativo de tres repeticiones.
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Figura 16.- Cambios del pH del medio con C. albicans con 48 horas de ayuno. Medio de
incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol en un volumen final de 10 mL. Al iniciar el
trazo se agregé 250 mg en peso himedo de levadura. Se realiz6 una curva patrén de HCI. Trazo

representativo de tres repeticiones.

También en S. cerevisiae, la presencia de 0.3 mM de cianuro de sodio,

inhibid la acidificacion (Fig. 17).
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Figura 17.- pH en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de ayuno. Medio de incubacién: 2 mM de
MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 0.3 mM de cianuro de sodio, 8.8 UM de agua oxigenada en un
volumen final de 10 mL. Al iniciar el trazo se agregé 250 mg en peso hiumedo de levadura. Se
realizé una curva patron de HCI. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Algo semejante ocurri6 con C. albicans, la presencia de CN- inhibi la
acidificacion, pero la adicion de perdéxido de hidrégeno revirtio el efecto,
observandose una acidificacion semejante a la del trazo control con sustrato (Fig.
18).
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Figura 18.- pH en la levadura C. albicans con 48 horas de ayuno. Medio de incubacion: 2 mM de
MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 0.3 mM de cianuro de sodio, 8.8 mM de agua oxigenada en un
volumen final de 10 mL. Al iniciar el trazo se adiciona 250 mg en peso humedo de levadura. Se
realiz6é una curva patron de HCI. Trazo representativo de tres repeticiones.

9.4 Consumo de oxigeno.

Dado que el cianuro es un inhibidor de la respiracion, se realizaron experimentos
para confirmar su efecto sobre la cadena respiratoria. La Figura 19 muestra que la
respiracion con glucosa como sustrato, se inhibe en efecto con cianuro en
concentraciones de 0.1-0.3 mM; pero no en su totalidad pues esta levadura posee
una cadena alterna para el transporte de electrones, insensible al cianuro
(Calahorra et al., 2012). Este efecto no se observo en S. cerevisiae por carecer de
esta cadena (Fig. 20).
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Figura 19.- Respiracion de C. albicans con 48 horas de ayuno. La levadura (50 mg de peso
huimedo) se afiadi6 al siguiente medio de incubacién : 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de
glucosa y 0.1-0.3 mM de NaCN en un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C.El
seguimiento en el consumo de oxigeno se realiz6 con un electrodo Clark, conectado a un
voltimetro . SS: sin sustrato. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 20.- Respiracién de S. cerevisiae con 18 horas de ayuno. La levadura (50 mg de peso
haimedo) se afiadio al siguiente medio de incubacion: 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de
glucosa y 0.1-0.3 mM de NaCN en un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C. El
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seguimiento en el consumo de oxigeno se realizd6 con un electrodo Clark, conectado a un
voltimetro. SS: sin sustrato. Trazo representativo de tres repeticiones.

Se evaluaron otros compuestos como el CCCP y la antimicina A. Estos
compuestos mostraron los efectos esperados; el primero aceleré la respiracion; la
antimicina A tuvo un efecto inhibitorio retardado, debido a baja solubilidad del
compuesto (figuras mostradas en anexos).

Con etanol como sustrato, los efectos fueron semejantes; es decir, el CN-
no inhibi6 totalmente la respiracion en C. albicans, y si en S. cerevisiae (Figs. 21y
22). En la seccion de anexo se muestra que en C. albicans, la adicibn combinada

de cianuro y octilgalato si produjo la inhibicién casi total de la respiracion.
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Figura 21.- Efectos del cianuro sobre la respiracion en C. albicans con 48 horas de ayuno con
etanol como sustrato. La levadura (50 mg de peso humedo), se colocé en 10 mM de Buffer MES-
TEA pH 6, 20 mM de etanol y 0.1-0.3 mM de NaCN en un volumen final de 5 mL a una temperatura
de 30°C, El seguimiento en el consumo de oxigeno se siguié con un electrodo Clark, conectado a
un voltimetro. SS: sin sustrato. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 22.- Respiracién de S. cerevisiae con 18 horas de ayuno con etanol como sustrato. La
levadura (50 mg de peso humedo), se colocdé en 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de
etanol y 0.1-0.3 mM de NaCN en un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C, El
consumo de oxigeno se siguié con un electrodo Clark, conectado a un voltimetro. SS: sin sustrato.
Trazo representativo de tres repeticiones.

9.5 Determinacién de etanol en extractos de C. albicans ATCC 10231.

Dado que el cianuro inhibia el transporte de potasio con glucosa como sustrato, y
no sélo la respiracion, sino también la glucdlisis en células enteras, se considero
probable la existencia de alguna interaccion de la cadena respiratoria mitocondrial
con la via glucolitica. Para ello se prepararon extractos de las células en dos
condiciones; en la primera, luego de lisar las células con perlas de vidrio, se
centrifugaron a una velocidad relativamente baja (3000 X g), para deshacerse de
las células no rotas y otros fragmentos de mayor tamafio. En la segunda,
simplemente se centrifugaron las células a una mayor velocidad (17, 500 X g) para
deshacerse de las mitocondrias, que a esta velocidad se separan del extracto.

Con estos dos tipos de preparaciones se determind luego el efecto del

cianuro sobre la produccion de alcohol.
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Figura 23.- Produccion de etanol por extractos libres de células de C. albicans cepa 10231. Se
utilizaron extractos sin centrifugar (barras naranjas), o centrifugados a 3000 X g (barras azules) y a
17500 X g (barras moradas). Los extractos (mg de proteina) se incubaron en 10 mM de buffer
MES-TEA pH 6, 67 mM de glucosa, 6.7 mM de KH2PO4 pH 6.5, 6.7 mM MgClz, 0.67 de ATP y 0.50
mM de NAD*, en un volumen final de 3 mL. M indica la combinacién de cianuro y perdxido de
hidrégeno; Sn: extractos libres de células sin centrifugar; CN: cianuro. Con los sobrenadantes se
realizé la determinacion (n>6).

Este experimento (Fig. 23) muestra, en extractos libres de células, a) la
inhibicién de la glucdlisis por el NaCN 0.3 mM; b) que esta inhibicién desaparecio
en los extractos centrifugados a 17,500 X g; ¢) que en los extractos de 3000 X g,
el peréxido de hidrogeno produjo un aumento de la fermentacion, mientras que en
los de 17,500 X g produjo una disminucién; d) que la adicién de H202 mostré una
tendencia a aumentar la fermentacion.

Por este motivo se decidi6 estudiar el efecto del cianuro sobre la actividad

de la mayoria de las enzimas que componen la via.

9.6 Determinacion de actividades enzimaticas en extractos de C. albicans
ATCC 10231.

En esta seccion se realizd una aproximacion a la actividad de 9 de las enzimas
involucradas en la via fermentativa. Esta determinacion nos da un parametro para

conocer si es en este nivel del metabolismo en el cual actua el cianuro.
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9.6.1 Hexocinasa.

Con esta enzima (Fig. 24), se observo que tanto con y sin mitocondrias, en

presencia de cianuro, hubo un aumento pequefio, pero estadisticamente

significativo.
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Figura 24.- Actividad enzimatica hexocinasa en extractos libres de células de C. albicans ayunada
durante 48 horas (n>3).

9.6.2 Fosfofructocinasa.

La actividad de esta enzima (Fig. 25), mostr6 cambios interesantes. La actividad
en presencia de cianuro, en los extractos que presentan mitocondrias, mostré una
disminucién estadisticamente significativa. Por el contrario, en los extractos sin

mitocondrias se encontré un aumento, de la actividad en presencia de cianuro.
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Figura 25.- Actividad enzimatica de la fosfofructocinasa en extractos libres de células de C.
albicans ayunada durante 48 horas (n>3).

9.6.3 Aldolasa.

La actividad de esta enzima, figura 26, mostré un incremento estadisticamente

significativo en presencia de cianuro para ambas condiciones.
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Figura 26.- Actividad enzimética de la aldolasa en extractos libres de células de C. albicans,
ayunada por 48 horas (n>3).

9.6.4 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

La actividad de esta enzima, figura 27, no mostré diferencia estadisticamente

significativa para ambas condiciones en presencia de cianuro.
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Figura 27.- Actividad enzimatica de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenas en extractos libres
de células de C. albicans ayunada durante 48 horas (n>3).

9.6.5 Fosfoglicerato cinasa.

Esta enzima es un punto importante dentro de la via fermentativa, pues se
encarga de la transferencia del fosfato del bisfosfoglicerato al ATP. La actividad de
esta enzima (Fig. 28), mostré una disminucidén estadisticamente significativa en
presencia de cianuro en los extractos que poseen mitocondrias, mientras que en

ausencia de mitocondrias la actividad aumento.

Fosfoglicerato cinasa
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Figura 28.- Actividad enzimética de la fosfoglicerato cinasa en extractos libres de células de C.
albicans ayunada durante 48 horas (n>3).
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9.6.6 Enolasa.

El cianuro produjo un incremento significativamente estadistico en la actividad de
la esta enzima, (Fig. 29), en los extractos con mitocondrias; mientras que no hubo

cambio en los extractos que carecen de mitocondrias.
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Figura 29.- Actividad enzimética de la enolasa en extractos libres de células de C. albicans
ayunada durante 48 horas (n>3).

9.6.7 Piruvato cinasa.

La actividad enzimatica (Fig. 30), no mostré diferencia en ambas condiciones

experimentales en presencia de cianuro.
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Figura 30.- Actividad enzimatica de la piruvato cinasa en extractos libres de células de C. albicans
ayunada durante 48 horas (n>3).
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9.6.8 Piruvato descarboxilasa.

La actividad (Fig. 31), mostr6 un aumento estadisticamente significativo con el
cianuro en los extractos con mitocondrias, contrario a los extractos sin

mitocondrias, en los cuales la actividad fue mayor, pero no mostraron cambios.
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Figura 31.- Actividad enzimatica de la piruvato descarboxilasa en extractos libres de células de C.
albicans ayunadas por 48 horas (n>3).

9.6.9 Alcohol deshidrogenasa.

Esta actividad (Fig. 32), en los extractos con mitocondrias mostré una disminucién

estadisticamente significativa en presencia de cianuro.
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Figura 32.- Actividad enzimética de la alcohol deshidrogenasa en extractos libres de células de C.
albicans ayunada por 48 horas (n>3).
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10.DISCUSION.

C. albicans, es una levadura no convencional, cuya caracteristica objeto de este
trabajo es que el cianuro 0.3 mM inhibe por completo tanto la via glucolitica como
la fosforilaciébn oxidativa. Este dato fue obtenido originalmente por Calahorra y
cols. (2012). Propusieron que dicha inhibicion ocurre en la segunda parte de la via
glucolitica a partir de la formacion de gliceraldehido-3-fosfato, sobre la base de los
resultados obtenidos al seguir los niveles de NADH; se encontrd0 que la
reoxidacion de esta coenzima era el paso limitante para continuar con la via
glucolitica en presencia de cianuro. Este efecto es novedoso por no estar presente
en otras levaduras.

Por ello, a partir de aquellos resultados se planted en primer lugar definir si
el efecto se encontraba sélo en una cepa 0 especie, o era caracteristica del
género. Se encontré el mismo efecto al evaluar tres cepas de Candida albicans,
ademas de estar presente en C. dubliniensis y también en C. parapsilosis, no
obstante que esta ultima mostr6 una capacidad menor para la fermentacién. Por
este motivo se decidié que fuera la cepa 10231, para realizar las determinaciones
experimentales, ésta genera una biomasa considerable durante las primeras 24
horas (alrededor de 12 g en 500 mL de medio YPD) y ademas esta cepa fue
modelo experimental en el articulo de Calahorra y cols. (2012), el cual se tiene
como referencia en este proyecto. En cuanto al uso de perdxido de hidrégeno en
la célula entera, nos dio la pauta para determinar que este compuesto no afecta
los niveles de etanol producidos, sin embargo debemos recordar que en presencia
de oxigeno esta levadura prefiere obtener energia a través de la fosforilacion
oxidativa y en cuanto a utilizar tanto cianuro de sodio como peroxido de hidrogeno
en un mismo ensayo nos demuestra que la obtencion de energia no esta limitada
a las vias metabdlicas clasicas, sino que existe una via alterna que oxida el NADH
producido durante la glucdlisis, a estas vias también se le consideran como
fermentaciones de compuestos organicos, estos datos se comprueban con los
subsecuentes resultados.

Los resultados, por otra parte, concuerdan con la inhibicién del bombeo de

protones, y por consecuencia, del transporte de K* esperables. Si en estas
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levaduras el cianuro inhibe no solo la respiracion, sino también la fermentacion,
pues ello repercute sobre todo el metabolismo energético de la célula, que asi se
ve desprovista de la energia (ATP) necesaria para realizar sus funciones, entre las
cuales destacan por su importancia las del transporte de potasio.

Habiendo encontrado el efecto en células enteras, se decidid evaluar in
vitro la via glucolitica, preparando extractos libres de células. Para ello se decidio
medir, tanto la produccion de etanol como la actividad de algunas enzimas. Ya la
inhibicion de la fermentacién por un inhibidor de la respiracion permitia sospechar
una interaccion de las enzimas de la via glucolitica con la mitocondria.

Por este motivo se decidi6 someter los extractos a diferentes velocidades
de centrifugacion para contar con dos preparaciones en las cuales estuvieran o no
presentes las mitocondrias.

Se encontro que en los extractos que no se centrifugaron, o en los que se
centrifugaron a la menor velocidad, el cianuro disminuy6 la produccion de etanol,
confirmando la hipétesis de que en este proceso estan implicadas las
mitocondrias, probablemente por una interaccion de estos organulos con alguna o
algunas enzimas de la via glucolitica.

Buscando aclarar este ultimo hecho, se recurrié a evaluar la actividad de 9
enzimas de la via glucolitica, bajo ambas condiciones: extractos con mitocondrias
(centrifugados a 3000 X g) o libres de mitocondrias (centrifugados a 17,500 X g).
Se encontré que para aquellos extractos que presentaban mitocondrias, tres
enzimas (fosfofructocinasa, fosfoglicerato cinasa y alcohol deshidrogenasa)
mostraron una disminucion estadisticamente significativa, de su actividad en
presencia del inhibidor.

Se sabe que en general la fosfofructocinasa regula la velocidad de la via
glucolitica por su baja actividad y ser una enzima irreversible; por esto, una
disminucién en la formacion de su producto, ocasiona que la via se vuelva mas
lenta, con el efecto subsecuente para el resto de la via.

La fosfoglicerato cinasa inicia la segunda etapa de la via, en donde se

obtiene energia a través de la fosforilacion del ADP a ATP, y la disminucion en su
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actividad puede causar una disminucion de este intermediario, vital para la célula
por ser una de las principales fuentes de energia en la glucdlisis.

La alcohol deshidrogenasa es una enzima importante al final de la via para
la formacion de etanol. Su inhibicion implicaria que no se pueda oxidar al NADH,
lo que modifica la concentracion de NAD*, que detendria a la via a nivel de la
glicelaldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

El aumento de la actividad de algunas enzimas en presencia de cianuro es
dificil de explicar en cuanto al mecanismo y su significado en la actividad de la via.
Sin embargo, las disminuciones de las actividades de algunas enzimas son de tal
magnitud, que cuesta trabajo no invocarlas como la causa de la importante
disminucion que se observo en la produccion de etanol.

Otro dato importante, diferente de lo que se observa en S. cerevisiae,
consiste en que en esta levadura, en presencia de cianuro, al agregar las
levaduras al principio del trazo, en presencia de glucosa, los niveles de NADH,

estimados por su fluorescencia a 340 nm, aumentan y luego disminuyen (Fig. 33).

0.5 -
0.45 -

o
© w ©
w v b
1 1

0.25 -

o

= O

aN
1 1

C. albicans

Fluoresencia 340-360 nm (UA)

] H,0,
—G_cerevisiae

<+——Vevadura

0 50 100 150 200 250

Tiempo (s)

o
o ©

o G Pk

a1 1

Figura 33.- Reduccion del NAD* en S. cerevisiae y C. albicans en presencia de glucosa: se probo
0.3 mM de Cianuro de sodio y 20 uM de octilgalato. Posteriormente se utilizé peroxido de
hidrégeno. UA: unidades arbitrarias (Figura realizada por el Dr. Antonio Pefia Diaz, 2014).
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En cambio, con C. albicans, al agregar la glucosa en presencia de cianuro
se produjo un aumento de la fluorescencia, que no va seguido de una disminucién,
como en S. cerevisiae. Tal cosa indica que la segunda parte de la glucélisis esta
inhibida, impidiendo la reoxidacion del NADH para convertirlo en el NAD*
necesario para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Este experimento
concuerda con lo ya analizado; es decir, que el cianuro inhibe por algun
mecanismo la segunda parte de la glucdlisis. Sin embargo, otro dato sorprendente
es que en las células que estan en presencia de cianuro el consumo de glucosa
esté inhibido y la adicion de perdxido de hidrogeno (H202) produjo una disminucién
inmediata del NADH aun por debajo de los niveles iniciales. En este experimento,
por otra parte, dio resultados semejantes al hacerlo s6lo en presencia de cianuro,
0 como se muestra en la figura 33, con la presencia adicional de octilgalato,
inhibidor este ultimo de la cadena alterna de transporte de electrones, con la idea
de que, aun en presencia de cianuro, estuviera funcionando esta via para
deshacerse de los electrones del NADH. Este dato no deja de sorprender, dado
gue esta levadura se caracteriza por ser Pasteur positiva, en la cual en presencia
de oxigeno reprime la produccién de etanol y Crabtree negativa (Veiga et al.,
2000).

Hasta ahora no tenemos explicacion para estos dos fenémenos; sin
embargo, los datos indican una estrecha relacion de la glucélisis con la
mitocondria, cuyo mecanismo no conocemos aun. Proponemos una hipotesis
sobre este fendbmeno: en organismos mas complejos como las plantas, el
metabolismo se encuentra altamente coordinado, por lo que se desarrollan
complejos enzimaticos denominados metabolones, los cuales forman
compartimentos particulares en donde se favorece la transferencia directa de los
sustratos, esta canalizacion de metabolitos a partir del primer producto formado,
resultando en una catalisis en forma de cascada, favoreciendo a su vez la
eficiencia de la via (Jgrgensen et al., 2005). Este antecedente también ha sido
objeto de investigacion en la levadura S. cerevisiae. Araiza et al. (2013) proponen
gue en esta levadura, existen complejos multienzimaticos de la via fermentativa,

los cuales se estabilizan a través de polimeros de actina, mejorando la eficiencia
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de esta via. En consecuencia con estos antecedentes, se propone que estos
metabolones también se encuentren en C. albicans formando asi una red con las
enzimas de la via fermentativa, combinada tal vez con procesos mitocondriales,
gue resulten en que al inhibir la cadena respiratoria en el complejo IV por cianuro,
se produzca algun cambio que inhiba o retrase la via. Haran falta mas
experimentos que soporten esta propuesta; lo cual quedara como perspectiva del
proyecto.

Por otra parte, existe otra via para la oxidaciéon del NADH, diferente a la
cadena respiratoria, que puede operar ante la adicion de peréxido de hidrogeno en
presencia de los dos inhibidores, cianuro y octilgalato. Esta es una cadena
paralela (PAR) descrita en C. albicans (Helmerhost et al., 2002), que reduce el
oxigeno en agua, disipando los electrones que el complejo IV no puede procesar.
Milani et al., (2001), evaluaron esta via en C. parapsilosis, con la cual
determinaron que una concentracion mayor a 10 mM de cianuro la inhibe por
completo, ademés determinaron que el porcentaje de oxigeno que se consume es
de alrededor del 10%. A nivel experimental nosotros probamos una concentracion
menor a la inhibitoria en esta via por lo que esta reoxidaciéon del NADH podria ser

a través de esta cadena paralela.

50




11. CONCLUSIONES.

C. albicans es una levadura de importancia clinica, que tiene procesos
metabdlicos particulares, un ejemplo de esto es la inhibicion de la produccion de
etanol en presencia de cianuro (inhibidor de la cadena respiratoria). Dentro de este
proyecto se tratdé de definir el mecanismo por el cual sucedia dicho fenémeno,
pero hasta este punto no tenemos el sustento necesario para describir este
proceso. Lo que encontramos fue que esta interaccion es comun para el género
Candida; en cuanto a la produccion de etanol es menor en presencia de cianuro y
no es un efecto que se observe en la levadura de modelo S. cerevisiae; estos
resultados son congruentes con la inhibicion que se observo tanto en el transporte
de potasio, la acidificacion del medio y el consumo de oxigeno; este efecto se
podria asumir se encuentra ligado a la mitocondria efecto que se determiné en la

produccion de etanol y actividad enzimatica de extractos libres de células.

12. PERSPECTIVAS.

Para conocer el mecanismo del cianuro sobre la via fermentativa, se propone
purificar las enzimas que se ven afectadas con este compuesto organico, ademas
de evaluar la actividad enzimatica utilizando otros inhibidores de la cadena
respiratoria.

Obtener levaduras p (células que no poseen mitocondrias); evaluar con
esta cepa la produccion de etanol en presencia de cianuro; este experimento nos
confirmaria la interaccion de la respiracibn mitocondrial con la inhibicion por
cianuro.

Realizar curvas de crecimiento de C. albicans ATCC 10231, utilizando
cianuro en el medio de incubacion, para determinar el comportamiento bajo esta

condicion.

51




13. BIBLIOGRAFIA.

>

Araiza-Olivera, D.; Chiquete-Félix, N.; Rosas-Lemus, M.; Sampedro, J.G.;
Pefia A.; Mujica, A.; Uribe-Carvajal, S. A glycolytic metabolon in
Saccharomyces cerevisiae is stabilized by F-actin. FEBS journal 2013, 280,
3887-3905.

Askew, C.; Sellam, A.; Epp, E.; Hogues, H.; Mullick, A.; Nantel, A,
Whiteway, M. Transcriptional regulation of carbohydrate metabolism in the
human pathogen Candida albicans. PLOS Pathogens [en linea] 2009, 5, 1-
20.

Bergmeyer, H. U.; Grassl, M.; Walter, H. E. Methods of enzymatic analysis,
32 ed; VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, 1983.

Bonifaz, T. A. J Micologia médica basica, 32 ed; Mc Graw Hill: México,
2010.

Cabrera, Alfredo. Tesis: Caracterizacion de la cadena respiratoria y la
transicion de la permeabilidad de mitocondrias aisladas de Debaryomyces
hansenii, UNAM, 2010.

Calahorra, M.; Sanchez, N. S.; Pefia, A. Characterization of glycolytic
metabolism and ion transport of Candida albicans. Yeast 2012, 29, 357-
370.

Dumitru, R.; Hornby, J. M.; Nickerson, K. W. Defined anaerobic growth
medium for studying Candida albicans basic biology and resistance to eight
antifungal drugs. Antimicrobial agents and chemotherapy 2004, 48, 2350-
2354,

Flores, C. L.; Rodriguez, C.; Petit, T.; Gancedo C. Carbohydrate and
energy-yielding metabolism in non-conventional yeasts. FEMS Microbiology
Reviews 2000, 24,507-529.

Helmerhorst, E. J.; Murphy, M. P.; Troxler, R. F.; Oppenheim, F. G.
Characterization of the mitochondrial respiratory pathways in Candida
albicans. Biochimica et biophysica acta 2002, 1556, 73-80.

Jargensen, K.; Vinther, A.; Morant, M.; Holm, A.; Bjarnholt, N.; Zagrobelny,

M.; Bak, S.; Lindberg, B. Metabolon formation and metabolic channeling in

52




the biosynthesis of plant natural products. Current opinion in plant biology
2005, 8, 280-291.

Madigan, M. T.; Martinko, J. M.; Dunlap, P. V.; Clark, D. P. Brock, Biologia
de los microorganismos, 122 ed ; Pearson Addison Wesley: Espafa, 2009.
Markwell, K. M. A.; Hass, M. S.; Bieber, L. L.; Tolbert, N. E. A modification
of the Lowry procedure to simplify protein determination in membrane and
lipoprotein samples. Analytical biochemistry 1978, 87, 206-210.

Milani G.; Jarmuszkiewicz W.; Sluse-Goffart M. C.; Schreiber Z. A.; Vercesi
E. A.,; Sluse E. F. Respiratory chain network in mitochondria of Candida
parapsilosis: ADP/O appraisal of the multiple electron pathways. FEBS
Letters 2001, 58, 231-235.

Nelson, D. L; Cox, M. M. Lehninger principios de bioquimica, 42 ed; Sarvier:
Espafia, 2005.

Pefia, A.; Cinco, G.; Gémez-Puyou, A.; Tuena, M. Effect of the pH of the
incubation medium on glycolysis and respiration in Saccharomyces
cerevisiae. Archives of biochemistry and biophysics 1972, 152, 413-425.
Pefia, A; Arroyo, GOmez, Tapia, Gémez. Bioquimica, 22 ed.: Editorial
Limusa, México, 2004.

Rozpedowska, E.; Galafassi, S.; Johansson, L.; Hagman, A.; Piskur, J.;
Compagno, C. Candida albicans- a pre-whole genome duplication yeast-is
predominantly aerobic and a poor ethanol producer. FEMS Yeast research
2011, 11, 285-291.

Ruy, F.; Vercesi, A. E.; Kowaltowski, A. J. Inhibition of specific electron
transport pathways leads to oxidative stress and decreased Candida
albicans proliferation. Journal of bioenergetics and biomembranes 2006, 38,
129-135.

Sanchez N. S.; Calahorra M.; Gonzalez-Hernandez J. C.; Pefia A. Glycolytic
sequence and respiration of Debaryomyces hansenii as compared to
Saccharomyces cerevisiae. Yeast [en linea] 2006, 23, 361-374.

Spencer, J. F. T.; Ragout de Spencer, A. L.; Laluce, C. Non-conventional

yeasts. Applied microbiology biotechnology 2002, 58, 147-156.

53




» Souciet, J.; Aigle, M.; Artiguenave, F.; Blandin, G.; Bolotin-Frukuhara, M.;
Bon, E.; Brottier, P.; Casaregola, S.; Montigny, J.; Dujon, B.; Durrens, P.;
Galillardin, C.; Lépingle, A.; Llorente, B.; Malpertuy, A.; Neuvéglise, C.;
Ozier-Kalogéropoulos, O.; Potier, S.; Saurin, W.; Tekaia, F.; Toffano-
Nioche, C.; Wésolowski-Louvel, M.; Wincker, P.; Weissenbach, J. Genomic
exploration of the hemiascomycetous yeasts: 1. A set of yeast species for
molecular evolution studies. FEBS Letters 2000, 487, 3-12.

» Veiga, A.; Arrabaca, J. D.; Loureiro-Dias, M. C. Cyanide-resistant respiration
is frequent, but confined to yeasts incapable of aerobic fermentation. FEMS
Microbiology Letters 2000, 190, 93-97.

» Veiga, A.; Arrabaca, J. D.; Loureiro-Dias, M. C. Stress situations induce
cyanide-resistant respiration in spoilage yeasts. Journal of Applied
Microbiology 2003, 95, 364-371.

54




14. ANEXO.
Transporte de potasio.

C. albicans en presencia de antimicina Ay CCCP.
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Figura 34.- Transporte de potasio en la levadura C. albicans con 48 horas de
ayuno. Incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 2-8 pM de
antimicina A en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se
agregé 10 pM de KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso
hamedo de levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 35.- Transporte de potasio en la levadura C. albicans con 48 horas de
ayuno. Incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 10-40 pM de
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CCCP en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agrego 10
UM de KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso humedo de

levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 36.- Transporte de potasio en la levadura C. albicans con 48 horas de

ayuno. Incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6,

20 mM de etanol, 2-8 pM de

antimicina A en un volumen final de 10 mL. Una vez que inicia el trazo se agregé
10 uM de KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso humedo de

levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 37.- Transporte de potasio en la levadura C. albicans con 48 horas de
ayuno. Incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 20 uM de CCCP
en un volumen final de 10 mL. Una vez que inicia el trazo se agrego 10 uM de KCI
como referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso humedo de levadura. Trazo

representativo de tres repeticiones.
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S. cerevisiae en presencia de antimicina Ay CCCP.
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Figura 38.- Transporte de potasio en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de
ayuno. Incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 2-8 uM de
antimicina A en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se
agregd 10 pM de KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso
huimedo de levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 39.- Transporte de potasio en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de
ayuno. Incubaciéon: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 10-40 uM de
CCCP en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agreg6 10
UM de KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg en peso humedo de
levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 40.- Transporte de potasio en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de
ayuno. Incubacion: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 4 uM de
antimicina A en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se
agregd 10 uM de KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg de peso
huimedo de levadura. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 41.- Transporte de potasio en la levadura S. cerevisiae con 24 horas de
ayuno. Incubacién: 2 mM de MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 20 uM de CCCP
en un volumen final de 10 mL. Una vez que se inicia el trazo se agreg6 10 uM de
KCI como referencia y a los 50 segundos 250 mg de peso humedo de levadura.
Trazo representativo de tres repeticiones.
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Consumo de oxigeno.

C. albicans.
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Figura 42.- Efecto de la antimicina A y CCCP sobre la respiracion en C. albicans
con 48 horas de ayuno. La levadura (50 mg de peso humedo) se afiadio al
siguiente medio de incubacion: 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de
glucosa y 2-8 uM de antimicina A o 10-40 uM de CCCP en un volumen final de 5
mL a una temperatura de 30°C. El seguimiento en el consumo de oxigeno se
realizd con un electrodo Clark, conectado a un voltimetro. Trazo representativo de
tres repeticiones.
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Figura 43.- Efecto de la inhibicién de la cadena clasica respiratoria y la oxidasa
alterna sobre la respiracién en C. albicans con 48 horas de ayuno. La levadura (50
mg de peso humedo) se afiadié al siguiente medio de incubacion: 10 mM de Buffer
MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 0.3 mM de NaCN y 10-40 uM de octilgalato
en un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C. El seguimiento en el
consumo de oxigeno se realiz6 con un electrodo Clark, conectado a un voltimetro.

Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 44.- Efecto de la antimicina A y CCCP sobre la respiracion en C. albicans
con 48 horas de ayuno. La levadura (50 mg de peso humedo) se afiadio al
siguiente medio de incubacion: 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol
y 2-8 uM de antimicina A 0 10-40 pM de CCCP en un volumen final de 5 mL a una
temperatura de 30°C. El seguimiento en el consumo de oxigeno se realizé con un
electrodo Clark, conectado a un voltimetro. Trazo representativo de tres

repeticiones.
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Figura 45.- Efecto de la inhibicién de la cadena clasica respiratoria y la oxidasa
alterna sobre la respiracion en C. albicans con 48 horas de ayuno. La levadura (50
mg de peso humedo) se afiadié al siguiente medio de incubacién: 10 mM de Buffer
MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 0.3 mM de NaCN y 10-40 uM de octilgalato en
un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C. El seguimiento en el
consumo de oxigeno se realizé con un electrodo Clark, conectado a un voltimetro.
Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 46.- Efecto de la antimicina A y CCCP sobre la respiracion en S. cerevisiae
con 18 horas de ayuno. La levadura (50 mg de peso humedo) se afadio al
siguiente medio de incubacion: 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de
glucosa y 2-8 uM de antimicina A o0 10-40 uM de CCCP en un volumen final de 5
mL a una temperatura de 30°C. El seguimiento en el consumo de oxigeno se
realizd con un electrodo Clark, conectado a un voltimetro. Trazo representativo de
tres repeticiones.

63




o
(o]
1

o
[o)]
1

1V= 2000 natg de O

o
»
1

= Glucosa
0.2 | «—=G+CN+0G 10 uM
G+CN+0G 20 um
=G +CN + OG 40 pM
0 ; ; ; !
0 100 200 300 400
Tiempo (s)
Figura 47.- Efecto de la inhibicién de la cadena clésica respiratoria y la oxidasa
alterna sobre la respiracion en S. cerevisiae con 18 horas de ayuno. La levadura
(50 mg de peso humedo) se afiadié al siguiente medio de incubacién: 10 mM de
Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de glucosa, 0.3 mM de NaCN y 10-40 uM de
octilgalato en un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C. El
seguimiento en el consumo de oxigeno se realizé con un electrodo Clark,
conectado a un voltimetro. Trazo representativo de tres repeticiones.
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Figura 48.- Efecto de la antimicina A y CCCP sobre la respiracion en S. cerevisiae

con 48 horas de ayuno. La levadura (50 mg de peso humedo) se afiadio al
siguiente medio de incubacion: 10 mM de Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol

y 2-8 uM de antimicina A o0 10-40 uM de CCCP en un volumen final de 5 mL a una

temperatura de 30°C. El seguimiento en el consumo de oxigeno se realizé con un

electrodo Clark, conectado a un voltimetro. Trazo representativo de tres

repeticiones.
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Figura 49.- Efecto de la inhibicién de la cadena clasica respiratoria y la oxidasa
alterna sobre la respiracion en S. cerevisiae con 18 horas de ayuno. La levadura
(50 mg de peso humedo) se afiadié al siguiente medio de incubacion: 10 mM de
Buffer MES-TEA pH 6, 20 mM de etanol, 0.3 mM de NaCN y 10-40 uM de
octilgalato en un volumen final de 5 mL a una temperatura de 30°C. El
seguimiento en el consumo de oxigeno se realizé con un electrodo Clark,
conectado a un voltimetro. Trazo representativo de tres repeticiones.

66




	Portada

	Índice

	1. Abreviaturas

	2. Resumen

	3. Introducción

	4. Marco Teórico 
	5. Planteamiento del Problema   6. Hipótesis 
	7. Objetivos

	8. Metodología

	9. Resultados

	10. Discusión

	11. Conclusiones   12. Perspectivas 
	13. Bibliografía

	14. Anexo




