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RESUMEN.

El presente trabajo de tesis comprendié el estudio del efecto de substancias pro-
oxidantes y metales sobre las cinéticas de crecimiento de la cepa C11
Debaryomyces hansenii, asi como el estudio de los niveles de expresion de la
enzima superoxido dismutasa, la biomasa se produjo en un fermentador con
volumen de 2 L. Los metales se adicionaron por pulsos en la fase exponencial
media (7hr), a una concentracion final de: 80uM (CuSO4) y 50uM (AgNOs3,
Pb(NOs)2, Co(NOs3),) monitoreando su efecto en el crecimiento cada hora antes
del pulso y cada 30 minutos en las siguientes 3 horas hasta completar 10 hr. de
cultivo. El tratamiento de D. hansenii con Pb(NO3), y Co(NOs),, no produjo un
cambio significativo en la velocidad especifica de crecimiento maxima (umax), €l
efecto toxico tuvo una duracion menor a 30 minutos, CuSO4 presento un efecto
ligeramente mayor en un tiempo cercano a los 30 minutos, modificandose su
patrén electroforético de actividad SOD. La adicién de AgNO; produjo un efecto
téxico con una tendencia letal, afectando el patron de actividad. El efecto en el
crecimiento producido por ditranol fue tdxico, modificandose también el patron
electroforetico, particularmente de la SODC y SODM, afectando su expresion o
actividad. La adicion de hipoclorito de sodio (NaOCI) tuvo un efecto ligero en el
crecimiento sin embargo el patrén y la actividad de la SODC se modifica y la forma
2 se ve disminuida. De acuerdo a los resultados podemos concluir que el periodo
corto de efecto toxico durante el crecimiento celular, se debid a la rapida
activacién del factor de transcripcion Acep1 que enciende el sistema de los genes
CUP1 y SOD1 que codifican para las metalotioneinas y Cu,Zn SOD
respectivamente, obteniendo asi una sobreexpresion de estas proteinas capaces
de detoxificar la célula y poder mantener la homeostasis celular, por lo anterior
podriamos considerar a D. hansenii como una posible herramienta en
biorremediacion.

Palabras Claves: Regulacién, SOD, Metales.

Dra. Norma Y. Hernandez Saavedra



ABSTRACT.

The present work of thesis there understood the study of the effect of substances
pro-oxidizers and metals on the kinetic ones of growth of the yeast C11
Debaryomyces hansenii, as well as the study of the levels of expression of enzyme
superoxide dismutase, the biomass was produced in a fermentator with volume of
2 L. The metals were added by pulses in the exponential average phase (7hr), to a
final concentration of: 80mM (CuSO4) and 50mM [AgNOs3, Pb (NOs)2, Co(NO3),]
monitoring its effect in the growth every hour before the pulse and every 30
minutes in the following 3 hours up to completing 10 hr. of culture(culturing). The
treatment of D. hansenii with Pb(NO3), and Co(NOs3),. did not produce a significant
change in the specific maximum speed of growth (umax), the toxic effect had a
minor duration to 30 minutes, CuSO, present an effect lightly major in a time near
to the 30 minutes, being modified its boss electroforetic of activity SOD. The
addition of AQNO3 produced a toxic effect with a lethal trend, affecting the boss of
activity. The effect in the growth produced for ditranol was toxic, being modified
also the boss electroforetico, particularly of the SODC and SODM, affecting its
expression or activity. The addition of sodium hypoclorite (NaOCI) had a light effect
in the growth nevertheless the boss and the activity of the SODC is modified and
the form 2 is seen diminished. In agreement to the results we prune to conclude
that the short period of toxic effect during the cellular growth, owed to the rapid
activation of the factor of transcription Acep1 that ignites the system of the genes
CUP1 and SOD1 that they codify for the metallothioneins and Cu, Zn SOD
respectively, obtaining this way a overexpresion of these capable proteins of
detoxify the cell and to be able to support the cellular homeostasis, for the previous
thing we might consider to D. Hansenii as a possible tool in bioremediation.

Key Words: Regulation, SOD, Metals
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1. INTRODUCCION.

1.1. Levaduras

Las levaduras son organismos microscopicos que en un estadio de su
ciclo vital aparecen como células simples, reproduciéndose por gemacion, fisién
0 una combinacién de ambas. Esta definicion incluye un gran numero de
organismos que no constituyen un grupo taxonémico natural. Se incluyen en el
Super-reino Eucariota, Reino Fungi, segun la clasificacion de Federen et al.
(2002), y dadas sus caracteristicas en dos Phylums: Ascomycota vy
Basidiomycota (Kurtzman and Fell, 1999).

El concepto de ‘“levadura” fue dado en 1680 por Antonio Van
Leewenhoek cuando observé al microscopio una gota de cerveza y distinguid
pequefios cuerpos globulares (Phaff et al, 1978). No obstante, el uso y la
importancia de las levaduras se remonta a la época en la que el hombre aun
vivia de la recoleccion, pues existen evidencias de que estos microorganismos
ya tenian efecto sobre sus alimentos. Fueron utilizadas por primera vez cuando
se establecio la practica de la agricultura, para la elaboracién de pan y bebidas
alcohdlicas (Davenport, 1980). Actualmente las levaduras se usan ademas,
para la produccién de biomasa y productos metabdlicos tales como enzimas,
vitaminas, polisacaridos, caroteniodes, lipidos, glicolipidos, alcoholes; y otros
componentes sintetizados por la introduccion de ADN recombinante en ellas.
Algunos géneros se usan como indicadores de contaminacion en aguas

someras y como degradadoras de hidrocarburos, lo que las hace muy



importantes desde el punto de vista econdmico, sanitario y biotecnologico
(Hernandez-Saavedra, 1990).

Las levaduras tienen una amplia distribucién, ya que han sido aisladas de
diversos tipos de sustratos correspondientes a un variado tipo de habitats,
dentro de los que se incluyen los ambientes marinos (Uden y Fell, 1968;
Davenport, 1980). A las levaduras aisladas de este tipo de ambientes se les ha
denominado “levaduras marinas”. Dentro de este término se incluyen todas las
levaduras que son capaces de construir y perpetuar poblaciones en el medio
marino, o aquellas en las que su reproduccién y crecimiento ocurren
preferentemente en el mar u 6ptimamente a la concentracion normal de sales
en el mar (Kholmeyer y Kholmeyer, 1979).

Se ha encontrado que algunas especies de levaduras estan mejor
equipadas que otras para vivir en ambientes marinos. Se ha demostrado que la
versatilidad asimilativa de las levaduras marinas es significativamente mayor
que la de levaduras de origen terrestre (Ahearn et al, 1962); mientras que en
levaduras terrestres se ha encontrado un promedio de asimilacion de 12.8
fuentes de carbono, en las levaduras marinas este promedio es de 19.2. (Uden
y Fell, 1968). Asi como la disponibilidad de fuentes de carbono es un parametro
variable en el medio, el ambiente es un sistema dinamico, en el que las
condiciones pueden cambiar subitamente. Para ello las células estan
evolutivamente equipadas con una serie de mecanismos de proteccion y /o
reparacion, que les permiten sobrevivir bajo las nuevas condiciones

ambientales.



1.2 Importancia de metales divalentes y sus rutas metabdlicas en seres
vivos.

Los seres vivos estdan formados fundamentalmente por muy pocos
elementos, basicamente carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrogeno (C, H, O, N).
Pero, esto no quiere decir que la vida este formada solamente por estos cuatro
elementos, un segundo nivel de elementos esenciales es necesario en los
organismos terrestres, formado por azufre (S), fosforo (P) e iones sodio (Na*),
Potasio (K*), Magnesio (Mg?*), Calcio (Ca®*), y Cloro (CI'). Después de los dos
primeros niveles de elementos, que corresponden a la mayoria de los
elementos de las tres primeras filas de las tabla periddica, llegamos a los que
desempenan papeles cuantitativamente menores, aunque a menudo
indispensables. La mayor parte de estos elementos de tercer y cuarto nivel son
metales. (Mathews, 1998)

Las levaduras adquieren los elementos esenciales de su medio a partir
de sencillas fuentes de alimento, los cuales necesitan estar disponibles a nivel
macronutriente (aprox. 10° M) en el caso de C, H, O, N, P, K, Mg y S o a nivel
micronutriente (aprox. 10 ° M) en el caso de los elementos traza, para el
crecimiento celular.

El K y el Mg son considerados como macronutrientes los cuales son
requeridos a una concentracién milimolar (mM) para establecer el principal

ambiente cationico metalico en las células de levaduras.



Los minerales que son requeridos en el rango micromolar (uM) o
nanomolar (mM), son referidos como micronutrientes o elementos traza. Los
micronutrientes y elementos traza son metales, estos incluyen: Mn, Ca, Fe, Zn,
Cu, Ni, Co, y Mo. Un grupo de otros metales (Ag, As, Ba, Cs, Cd, Hg, Li, y Pb)
representan minerales toxicos por que ellos afectan el crecimiento de la

levadura a una concentracion mayor que 100 uM. (Rose, 1976)

Las células de levaduras incorporan cationes inorganicos del exterior por
varias razones. Estas pueden involucrar la regulacion de pH intracelular,
homeostasis celular y generacion de una fuerza movil de protones (en el caso
de transporte de H*); osmoregulacion y balance de carga (en el caso de K);
funciones de cofactor de enzimas (en el caso de Cu?*, Mg #* y Mn %*); funciones
estructurales de metaloenzimas (en el caso de cationes divalentes como Cu?*,
Fe?*, Zn** y Ni#*) y funciones de sefiales de transduccion de segundo
mensajero (en el caso de Ca®*) (Walker, 1998).

Existen aproximadamente 30 elementos que son practicamente toxicos .
Algunos son bioldgicamente nutrientes esenciales. Otros pueden no tener
efectos benéficos o funciones. Ningun metal puede ser creado o destruido
biolégicamente, ellos pueden ser significativamente alterados quimicamente a
través del metabolismo y otras reacciones quimicas. El termino metal se refiere
a los elementos que tienen una significancia toxicologica en cualquier forma

quimica.



Transporte de metales divalentes.

Si bien todavia hay mucho que aprender acerca de la incorporacion de
metales divalentes en las levaduras, se pueden hacer varias declaraciones
generales concernientes a los mecanismos de transporte. La incorporacion es
bifasica, involucrando primeramente un enlace no especifico de cationes a la
superficie celular, seguido por una mas regulada translocacion mediada por
transportadores a través de la membrana plasmatica. Esta fase secundaria
involucra un transporte dependiente de energia manejado por gradientes de
membrana electroquimicos generados por bombas de protones e iones potasio.
No obstante, este es el potencial de transmembrana el cual es la primera fuerza
conductora para la incorporacion de metales divalentes (Jones y Gadd, 1990).
Las concentraciones extracelulares de glucosa, fosfato y potasio, influencian
grandemente la incorporacién de metales divalentes. Una vez transportados,
ciertos metales divalentes son materia de comparta mentalizacion intracelular,
mas notablemente, en la vacuola de células de levadura. Algunos
transportadores de cationes pueden tener una alta afinidad y ser singularmente
especificos por ciertos iones, mientras que otros pueden poseer especificidades
mas amplias y ser capaces de transportar una multitud de cationes divalentes.
Un eflujo controlado de ciertos cationes ( Ca*?, Cu*?) también existe y esto es
importante para mantener los niveles intracelulares a muy bajos niveles

subtoxicos.



1.2.1 Cobre (Cu*?).

El cobre es un micronutriente esencial a bajas concentraciones para las
levaduras, pero es toxico a altas concentraciones. La toxicidad del cobre hacia
las células de levadura involucra una interaccion intracelular entre el cobre,
acidos nucleicos y enzimas. Sin embargo, el principal modo de accién es la
disrupcién de la integridad de la membrana plasmatica (Avery et. al., 1996). La
homeostasis del ion cobre en levaduras es controlada por varias estrategias de
incorporacion, eflujo y quelacion dependiendo de la biodisponibilidad externa
del cobre. La asimilacion de este metal y su subsiguiente metabolismo esta

estrechamente interconectado tanto en levaduras, como en otros organismos.

1. 2. 2 Plata (Ag*™").2

La plata tiene propiedades fisicoquimicas y electronicas similares al
cobre, pero esta no es capaz de generar especies reactivas de oxigeno por el
ciclo redox. Ademas, la plata ha mostrado ser capaz de inducir una
metalotioneina via el factor ACE1 a un grado comparable como el cobre (Carri

et al, 1991).

1. 2.3 Plomo (Pb *?)

Los humanos estan expuestos al plomo inorganico, compuestos de
plomo y compuestos de plomo organico, esto ocurre por inhalacién y a través
de alimentos y tabaco. Una fuerte exposicién puede ocurrir en trabajos de

contacto directo con el plomo como fundidoras, fabricas de pinturas y baterias.



Un modelo metabdlico para el plomo inorganico en el humano debe al menos
comprender plasma, células de sangre, tejido blando, y hueso trabecular
(skerfving et al., 1985, 1987; Christofferson et al. 1987 Bert et al. 1989).

Poco es conocido acerca del mecanismo basico detras de la toxicidad del
plomo (saturnismo). Sin embargo es bien establecido que el plomo se une a
grupos sulfhidrilo de proteinas. Si esto ocurre sobre una enzima, su funcion
puede ser inhibida, lo cual puede resultar en efectos toxicos. También el plomo

altera los procesos celulares mediados por el calcio.

1. 2. 4 Cobalto (Co*™?).

El cobalto es un metal esencial para humanos y es parte de la enzima
cianocobalamina (vitamina b12). Este es un metal relativamente raro utilizado
en la produccion de metales duros. La ingesta diaria a partir de los alimentos

es alrededor de 5 a 45 ug /dia.

1.3 Mecanismos de respuesta a estrés en levaduras.

La sobrevivencia de las células vivas, depende de su habilidad de
deteccion de alteraciones ambientales, y de su adaptacién o respuesta
apropiada a las nuevas situaciones. Los eucariotas unicelulares (levaduras
como Saccharomyces cerevisiae) tienen que adaptarse a cambios ambientales
constantes para mantener una alta tasa de proliferacion, ya que alteraciones en
las condiciones quimicas o fisicas de las células, que promueven efectos
negativos en el crecimiento y demandan respuestas celulares rapidas que son

esenciales para su sobrevivencia. Los mecanismos moleculares inducidos por



la exposicion de las células a tales condiciones adversas son comunmente
conocidas como respuestas de estrés. Los diferentes tipos de estrés son
detectados por la célula, disparando mecanismos de respuesta molecular
especificos y generales. Estas respuestas de estrés resultan en cambios a nivel
de expresion de genes y actividades enzimaticas, que le permiten a la célula

tolerar las nuevas condiciones de estrés. (figura 1).

La funcion de los mecanismos de respuesta a estrés, es la proteccion de
la integridad celular y la reparacion de cualquier dafio molecular promovido por
efectos adversos de los retos estresantes, por lo tanto, la respuesta al estrés

permite el ajuste del metabolismo y otros procesos celulares a las nuevas

condiciones.
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Figura 1. Diferentes tipos de estrés detectados por la célula,



De acuerdo al significado bioldgico, la respuesta al estrés no solo tiene
como consecuencia la reparacion de los danos ocurridos, sino que también
permite la adaptacion o tolerancia al estrés, y por lo tanto el establecimiento de
mecanismos que previenen el dafio. Desde luego, la exposicidn a estrés leve
evoca un mejoramiento en la resistencia a estrés mucho mas severos, por lo
tanto, como respuesta a una condicion de estrés, la célula produce una serie de
proteinas a diferentes niveles o con diferente actividad que aquellas que se

sintetizaban antes de la condiciéon de estrés.

1.3.1 Adaptacion a condiciones de ayuno.

Los microorganismos comparten la insuperable habilidad de prosperar en
ambientes aparentemente improductivos. Dentro de los organismos eucariotas,
solo las especies que se encuentran muy abajo en la escalera evolutiva tienen
la capacidad de vivir en presencia unicamente de una fuente de carbono simple,
algunos compuestos de fésforo, nitrégeno y azufre, y algunos elementos traza.
Por lo tanto, los hongos unicelulares o multicelulares simples no sélo son la
base de la progenie eucariota, sino que también son el primer eslabén de
muchas cadenas alimenticias.

Cuando la disponibilidad de nutrientes en el medio disminuye, la
respuesta inmediata de la célula es disminuir su maquinaria proliferativa; las
células entran en una fase estacionaria, y entonces se inicia el programa de

sobrevivencia que les permite trascender el periodo de ayuno.



Debe de hacerse una clara diferenciacion entre limitacion y ausencia de
nutrientes. Aunque como casi todos los microorganismos las levaduras pueden
usar una amplia variedad de substancias como fuentes nutrientes, la
disminucion de la disponibilidad de un sustrato puede ser compensado, la
mayoria de las veces, por la utilizaciéon de otro, por lo que la respuesta a la
limitacion de nutrientes frecuentemente consiste en un cambio metabdlico para
la utilizacion de una fuente nutritiva pobre alternativa. Por ejemplo, en el caso
de S. cerevisiae creciendo en un medio rico que contiene glucosa, el azucar
fermentable generalmente es el primer nutriente limitante. Posteriormente, la
capacidad metabdlica y biosintética de las células son re-programadas a lo que
se le ha denominado “cambio diauxico” por utilizar acetato y etanol como
fuentes de carbono, que se habian acumulado previamente durante el

crecimiento fermentativo.

1.3.2 Adaptacién a condiciones de choque térmico.

Una de las respuestas a estrés mejor caracterizadas es el choque
térmico. Un cambio de 26°C a 36°C en las condiciones de crecimiento de una
levadura resultan en la induccion de la expresion de un gran numero de genes
llamados “genes de respuesta a choque térmico”. En S. cerevisiae, la mayor
parte de la transcripcion de los genes de choque térmico ocurren via la
activacion del factor de transcripcion Hsf1p, que promueve la transcripcion a
través de los llamados elementos de choque (HSEs) presentes en los

promotores de los genes blanco. El aumento de la expresion de los genes de
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choque térmico tiene como consecuencia la acumulacion de proteinas llamadas
de choque térmico (Hsp) que juegan un papel fundamental en la proteccion de
otras proteinas contra la desnaturalizacion térmica y en el reestablecimiento de
su actividad biolégica. Se ha observado que estas Hsp exhiben la misma
funcién de proteccion bajo condiciones normales de temperatura , ya que
funcionan como chaperones moleculares en el plegamiento y trasporte de

proteinas.

1.3.3 Respuesta a choque osmatico.

Otro claro ejemplo de respuesta a estrés es la respuesta de las levaduras
incrementos o disminucion de la osmolaridad extracelular (respuesta a estrés
osmotico). Los eventos mas sobresalientes que se disparan cuando sucede un
choque hiperosmético (por cambio a un medio con alta concentracién de sales
0 azucares) es la reduccion del tamafio celular (mediante un proceso activo de
eliminacién de moléculas de agua; (Hernandez, 1992) y la sintesis paulatina de
alcoholes polihidricos (Yancey et al, 1982), generalmente glicerol (Adler et al,
1985; Hernandez et al, 1994), que funcionan como solutos compatibles. Sin
embargo, también se ha reportado para algunas especies no convencionales
que la acumulacién de algunos aminoacidos puede funcionar como un sistema
efectivo de osmorregulaciéon (Hernandez, 1992; Hernandez et al, 1994).

La exposicién de células de levaduras a altas concentraciones de NaCl
provoca, ademas de una respuesta osmorregulatoria, una respuesta de estrés

inducida especificamente por iones Na*, como lo es la elevacion de la expresion
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del gen ENA1 que codifica la bomba de sodio y probablemente la estimulacion
de otros procesos de transporte de iones. Estos mecanismos de transporte
estdan normalmente involucrados en la homeostasis de los iones y/o en la

generacion de gradientes que resultan en el proceso de transporte activo.

1.4 Defensa de las levaduras contra el estrés oxidativo.

El i6n superoxido es esencial para la vida en la tierra. En su estado
normal es poco reactivo, sin embargo, a lo largo del metabolismo normal y
como consecuencia de perturbaciones ambientales y contaminantes (como
radiaciones, sequia, contaminantes del aire, estrés térmico, herbicidas, etc..) el
oxigeno da origen a diversos intermediarios letales o altamente téxicos. Estos
intermediarios, que son las especies biolégicas de oxigeno mas importantes,
reciben el nombre genérico de especies reactivas de oxigeno (ROS en sus
siglas en inglés) y radicales libres (Strain et al, 1991). El término ROS incluye al
radical superdxido (*O%), al perdxido de hidrégeno (H20), al radical hidroxilo
(*OH), al 6xido nitrico (*ON) y al peroxinitrito (ONOQO") (Warner, 1995; figura 2).
Para prevenir este dafio, las células y los organismos utilizan tres estrategias de
defensa. La primera consiste en el uso de mecanismos no enzimaticos en los
que se utilizan antioxidantes de bajo peso molecular como el B-caroteno, acido
ascorbico, a-tocoferol, glutation (Meyers, 1995; Warner, 1995; Goodsell, 1996).
La segunda estrategia comprende la reparacion de dafios macromoleculares

(figura 2) causados por los ROS en acidos nucleicos, lipidos y proteinas a
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través de enzimas reparadoras de ADN, proteasas, lipasas, etc. (Medina, 1996).
Finalmente, el tercer mecanismo es la transformacion de los ROS a través de
enzimas que son capaces de remover, neutralizar o depurar radicales libres o
intermediarios del oxigeno. Como ejemplo de defensas enzimaticas
metabolizantes se pueden mencionar la ascorbato peroxidasa y la glutatiéon
reductasa (que eliminan el H,O, en cloroplastos y mitocondrias), la catalasa
(CAT) y la peroxidasa (POx) que remueven el H,O, en las células; y la

superoéxido dismutasa (SOD) que elimina los radicales superdxido.

0, H,0,

HO- s
0o

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENQO {ROS)

A

@()TElNAS
O

Figura 2. Esquema simplificado que muestra los primeros dafos
macromoleculares que son causados en las células por las especies reactivas
de oxigeno.
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1.5 Superéxido dismutasas.

Las células estan equipadas con una familia de enzimas que depuran
cataliticamente los radicales superoxido a través de la reaccion: 2*0,” + 2H" —
H202 + Oy (McCord y Fridivich, 1969). A la fecha se ha encontrado que existen
cuatro tipos de enzimas SOD, dependiendo de su grupo prostético: la Mn SOD
(SOD A en procariotas y SOD2 en eucariotas) se encuentra en la matriz
mitocondrial y en el citoplasma de bacterias; la Fe SOD (SODB) solo se ha
detectado en el espacio periplasmico de procariotas (Hong et al, 1992); la
NiSOD (SODN) se ha encontrado unicamente en el género Streptococcus
(Youn et al, 1996); mientras que la forma citosdlica de la Cu,Zn SOD (SOD1) se
encuentra en el citoplasma de plantas y otros eucariotas (Amano et al, 1990),
aunque recientemente se ha encontrado en mutantes nulos de las formas Fe
SOD y Mn SOD en procariotas, (Benov y Fridovich, 1994, 1996). Finalmente la
forma extracelular (SODE) se ha aislado de fluidos corporales de mamiferos y
algunos parasitos (Marklund, 1980).

La enzima superéxido dismutasa tipo cobre-zinc (Cu,Zn SOD, SOD1 o
SODC), es una enzima ubicua que se encuentra en todos los organismos
eucariotas (McCord y Fridovich, 1969) y tiene varios efectos importantes en los
organismos aerobios. Se considera que la SOD juega un papel central en el
metabolismo de los radicales libres y ROS, ya que convierte el radical
superoxido (especie de baja actividad que no difunde facilmente a través de

membranas) en peroxido de hidrogeno que difunde libremente a través de
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membranas celulares. El ion superdxido, sin embargo, no es en si mismo
inocuo; interactua con e inactiva a las enzimas catalasa (CAT) y glutatién
peroxidasa (GPx). Del mismo modo, actua reciprocamente con el éxido nitrico
para dar lugar al peroxinitrito (ONOO'), que modifica las cadenas laterales de
las cisteinas vy tirosinas, y es extremadamente neurotéxico (Warner, 1995). Asi
pues, la SOD puede proteger a las neuronas limitando la formacién no-

enzimatica de ONOO'".

1.6 Regulacién Genética.

Las células eucaridticas deben reaccionar a los cambios en su medio

activando y desactivando conjuntos apropiados de genes.
Los mecanismos de control de un gen requieren informacion en forma de varias
senales (algunas originadas dentro de la célula y otra procedentes del entorno)
que interactuan con ADN, ARN o proteina. Algunas de las principales
estrategias utilizadas para regular la expresion génica comprenden el control
de: 1) la cantidad de ARNm disponible, 2) la rapidez de traduccion del ARNm y
3) la actividad de la proteina producida.

En las células eucariotes, tal regulacion depende en gran medida del
ajuste fino de los sistemas de control, lo cual concuerda con la mayor
complejidad de estas células y la necesidad de controlar el desarrollo en los
organismos multicelulares. Por ello la regulacién de los genes eucarioticos se

lleva a cabo a diversos niveles.
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1.6.1 Gen constitutivo.

Los genes que se transcriben de manera constante, es decir todo el
tiempo, se denominan genes constitutivos. Los genes constitutivos no
necesariamente se transcriben (0 sus ARNm se traducen) al mismo ritmo.
Algunas enzimas funcionan con mas eficacia o son mas estables que otras, y
en consecuencia se requieren en menores cantidades. Muchas de las enzimas
“ordinarias” (las necesarias para todas la células) son codificadas por genes

constitutivos.

1.6.2 Gen inducible.

Un gen inducible suele ser controlado por un represor que lo mantiene en
el estado de "apagado’. La presencia de una molécula inductora desactiva al
represor, y de este modo el gen se “enciende”. Este tipo de sistema regulador
permite a la célula ahorrarse los costos energéticos de elaborar enzimas
cuando no hay sustratos sobre los cuales actuen. Los genes inducibles,
reaccionan a amanezas o estimulos ambientales, como ingestiéon de metales

pesados, infeccion viral y choque térmico.
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2. ANTECEDENTES
2.1 SOD en Levaduras.

El uso de las levaduras como fuente alterna para la obtencién de la enzima
SOD se apoya en la observacion de que esta enzima se presenta en cantidades
significativas en este tipo de microorganismos (Ochoa-Ochoa et al, 1995). De
acuerdo a trabajos previos, los niveles de SOD obtenidos a partir de levaduras
convencionales como Saccharomyces cerevisiae y Candida polymorpha son 16
veces menores que los niveles normales obtenidos de la levadura marina
Debaryomyces hansenii (cepa C11, Coleccion de Levaduras Marinas del
CIBNOR). D. hansenii fué aislada de la Costa Pacifico de Baja California Sur a 50
m de profundidad (Hernandez-Saavedra, 1990); esta especie ha sido utilizada
como modelo bioldgico para estudios de halotolerancia (Adler, 1986; Hernandez-
Saavedra, 1992), y dadas sus cualidades de halotolerancia (18% NaCl), su alta
tasa especifica de crecimiento, su resistencia a altas concentraciones de dioxido
de cloro y sus bajos requerimientos nutricionales, esta especie C11 ha sido
ampliamente estudiada para conocer la composicion de su pared celular
(Hernandez Saavedra, 1991), sus mecanismos de halotolerancia (Hernandez-
Saavedra, 1992, Hernandez-Saavedra et al, 1995) y para producir biomasa celular
de alta calidad para la obtencién de Cu,Zn SOD en un sistema de producciéon a
escala intermedia en un medio que se prepara a base de agua de mar y es
esterilizado quimicamente (Hernandez-Saavedra, 1997; Ramirez-Orozco, 1999;

Ramirez-Orozco et al, 2001).
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2.2 Cu,Zn SOD en D. hansenii.

A la fecha se conoce que en la levadura marina D. hansenii existen tres
isoformas de la enzima (dos homodimeros y un heterodimero) que han sido
caracterizadas fisicoquimica e inmunolégicamente (Hernandez-Saavedra, 1997;
Hernandez-Saavedra y Ochoa-Ochoa, 1999). Mediante técnicas de cromatografia
liguida se han logrado separar las dos homodimeros de la Cu,Zn SOD en D.
hansenii, que han mostrado diferencias significativas mediante analisis
electroforetico, actividad especifica y contenido de aminoacidos (Hernandez, 1997;
Hernandez-Saavedra y Ochoa-Ochoa, 1999; Hernandez-Saavedra y Rojas-
Posada, 2002). De las dos principales formas de la enzima (homodimeros) se
encontré que una de ellas presenta una actividad especifica comparable a la de
preparaciones comerciales (~5000 - 6000 U/mg de proteina; Hernandez-Saavedra
y Rojas-Posada, 2002), mientras que la otra es 300% mas activa (Hernandez-
Saavedra, 1997; Hernandez-Saavedra y Ochoa-Ochoa , 1999). Adicionalmente a
los estudios de caracterizaciéon fisicoquimica e inmunoldgica, se han clonado las
secuencias que codifican ambas formas de la Cu,Zn SOD en D. hansenii. la
secuencia dh sod7 (Hernandez-Saavedra et al, 1998; AFO16383) y la secuencia
dh sod2 (Hernandez-Saavedra y Rojas-Posada, 2002, 2002; AY116213). Mediante
la traduccién de las secuencias de nucleétidos y su andlisis, se ha encontrado que
estas contienen toda la informacion necesaria para producir proteinas funcionales.
Al correlacionar esta informacioén con la de las proteinas purificadas, se determiné

que la secuencia codificante dh sod1 corresponde a la forma superactiva de la
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enzima (Hernandez-Saavedra, 1997) mientras que la dhsod2 corresponde a la

forma convencional (Hernandez —Saavedra y Rojas-Posada, 2002).

2.3 Regulacion de la Cu,Zn SOD en eucariotas.

Aunque se conoce que en ausencia de un "estrés" oxidativo agudo la
expresion del gen que codifica para la Cu,Zn SOD es constitutiva (dada su
importancia como primer eslabon en el sistema de defensa antioxidante de tipo
enzimatico) y directamente proporcional al niumero de copias existentes en un
organismo (Medina, 1995), se ha comprobado que la sobre-expresién del gen se
puede inducir en presencia de varios estimulos, como el paraquat (Niwa et al,
1990; Warner, 1995), los metales divalentes (Galiazzo et al, 1991; Gralla et al,
1991), el ditranol y el nitrofurantoin (Michels y Remacle, 1988; Michels, et al,
1994), el oxigeno molecular (Greco et al, 1990; Galiazzo, et al, 1988; Ramirez et
al, 1998; Michels, 1991), el didxido de cloro (Hernandez, 1997); observando en
algunos casos la represion de la expresion del gen que codifica la Mn SOD (Kelner
et al, 1990; Warner, 1995).

2.3.1 Mecanismos de regulacion de la expresion de la Cu,Zn SOD.

Recientemente se han encontrado evidencias de que en el humano la
actividad de la enzima Cu,Zn SOD esta regulada por la longitud del ARNm, ya que
se ha encontrado un solo gen funcional de la enzima que produce dos tipos de
ARNmM: uno de tamafo normal (0.7kb) y otro mas grande (0.9 kb). Se sabe que en
el mensajero de 0.7kb se usa el primer sitio de poliadenilacién, mientras que en el

de 0.9 kb se utilizan un segundo y tercero sitios de poliadenilacion (Kilk et al,
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1995). Analizando las secuencias no traducidas (UTR en sus siglas en inglés) en
el extremo 3' de los mensajeros largos (0.9 kb), se encontré que contienen
regiones ricas en AUUUA y producen tres veces mas enzima que los mensajeros
cortos que carecen de sitios adicionales de poliadenilacién y de las secuencias
repetitivas. Estos hallazgos proponen un modelo de regulacion post-
transcripcional, que desde el punto de vista de sobrevivencia celular permite una
respuesta inmediata a nivel enzimatico, bajo una situacion de estrés agudo. Sin
embargo, el mecanismo de regulacién de la Cu,Zn SOD no esta bien entendido.
Existen ademas dos modelos de regulacion mediante induccion por cobre: 1)
modelo de regulacién a nivel post-traduccional, en el que la enzima puede estar
presente en forma de pro-enzima a bajas concentraciones de Cu*? y activarse
cuando la concentracion de Cu*? rebasa los niveles normales en la célula (Rossi et
al, 1994), y 2) el modelo de regulacién transcripcional, en el que la trascripcion del
mensajero depende de la activacion y unidon del factor de transcripcién al promotor
del gen (Galiazzo, et al, 1991, Carri et al, 1991; Gralla et al, 1991).

Rossi et al (1994) encontré que en eucariotas superiores la Cu,Zn SOD se
regula diferencialmente en varios érganos, por lo que sugieren que la Cu,Zn SOD
participa en la homeostasis del cobre como "proteinas de estrés por metales"
ademas de su papel antioxidante. Una observacién interesante, es que en higado
de rata existen dos fracciones de Cu,Zn SOD, una de las cuales funciona como
proteina enlazante de Cu*? (sensible a la disponibilidad del metal) y otra de
mantenimiento, que es esencial en la defensa antioxidante, como la que esta

presente en corazon y cerebro de rata (Cirolo et al, 1994).
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2.4 Expresion de la Cu,Zn SOD en levaduras

Se ha establecido que la expresiéon de las enzimas SODs depende de
muchos factores. Se ha observado que un incremento en la actividad de la Cu,Zn
SOD mejora la resistencia de las células hacia los efectos daninos del i6n
superdxido y a las altas concentraciones de metales divalentes tales como el Cu*?
y el Zn*2. Se han realizado observaciones similares cuando las células se crecen
con N-alcanos como unica fuente de carbono, esto debido a que la asimilacion del
alcano esta sujeta a una oxidacion inicial a través de hidroxilacién por el citocromo
P450 (Kujumdzieva-Savova et al., 1991). Por otra parte, la capacidad de las
levaduras de crecer en fuentes de carbono no fermentables (metanol y glicerol),
estd asociada con la induccién de varias enzimas como la CAT, SOD, AO
(Paganelli et al., 1988). En S. cerevisiae, las Cu,Zn SOD y Mn SOD tienen un
comportamiento diferente en respuesta a la exposicién al cobre (Greco et al.,
1990). Se ha reportado que la Cu,Zn SOD incrementa su actividad de acuerdo a la
concentracion de cobre en el medio, sin embargo este efecto no ha sido
observado para la Mn SOD; un incremento dependiente de cobre también se ha
observado en levaduras bajo condiciones anaerébicas de crecimiento (Galiazzo et
al., 1991). Ademas, como ya se ha mencionado el Cu*? puede modular la
expresion de la proteina a nivel transcripcional via Acel1p, que es un factor de
transcripcion que une cobre y activa el promotor CUP1 que codifica para la
cobretioneina (sistema de metalotioneinas denominado CUP en levaduras y MT
en eucariotas superiores), que es una proteina que quela, secuestra, y por lo

tanto, detoxifica a las células de iones cobre. En S. cerevisiae se han encontrado
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tres genes (CUP1, CRS4 y CRS5 -copper-resitant supresors-) que participan en la
homeostasis del cobre celular. Al caracterizar estos genes, se encontré que el
CRS4 corresponde (100% identidad) al gen SOD1. El papel de la SOD1 en la
homeostasis de cobre aparentemente no esta relacionado con su capacidad para
atrapar iones superoxido, ya que la enzima tiene un efecto protectivo contra el
cobre aun en condiciones anaerdbicas, y las diferencias en la eficiencia de
activacién de la transcripcién del gen SOD1 y el sistema CUP radica en que en el
primero existe un solo sitio de union en el promotor para el Ace1p, mientras que
en el segundo se han observado dos o mas (But et al, 1984; Bermingham-Mc
Donogh, 1988; Carri et al, 1991). Estos datos mas la induccion de ARNm de Cu,Zn
SOD en presencia de AgNOs, sugieren un segundo papel para la SODC en
levaduras; aparentemente la Cu,Zn SOD of S. cerevisiae puede funcionar también
como quelador de metales (Ciriolo et al., 1994).

De acuerdo a estudios realizados por Cirolo et al (1994), la funcién quelante
de la SOD en levaduras, regularmente se asocia a la pérdida de actividad
enzimatica, dado que el metal que se substituye en el sitio activo es el Cu*?, que
es el responsable de la actividad catalitica del dimero, pues se ha reportado que el
Zn*? funciona principalmente como estabilizador de la estructura cuaternaria figura
3). La presencia de cobre en el sitio catalitico de la Cu,Zn SOD (figura 3) sugiere
que la disponibilidad del cobre podria limitar la actividad enzimatica, por lo que en
levaduras existe un mecanismo adicional de regulacion: post-traduccional. La
Cu,Zn SOD es un dimero con subunidades equivalente unidas por interacciones

hidrofdbicas, conteniendo cada una de ellas un atomo de cobre y uno de zinc.
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Estos iones metalicos pueden ser removidos, sin embargo, este proceso no
es reversible in vitro, ya que recientemente se ha descubierto que la incorporacién
del cobre en la Cu,Zn SOD esta mediada por un factor soluble, identificado en S.
cerevisiae como LYS7 (yCCS —chaperona de cobre para SOD de levaduras) y en
humanos como CCS (chaperona de cobre para SOD) (Casareno et al., 1998;
Lyons, 1998; Lippard, 1999; Culotta et al.., 2000). Sin embargo, aun se desconoce
el mecanismo molecular mediante el cual las chaperonas del cobre reconocen e

interactuan con la Cu,Zn SODs para la insercion del metal.
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Figura 3. Modelo hipotético de la conformacion del sitio activo en una subunidad de
la enzima CuZnSOD en S. cerevisie. Notese la participacion de los residuos de His
y Asp en el ligamiento de los metales y la molécula de agua asociada al i6bn cobre,
gue es donde se lleva a cabo la reaccion de dismutacion. Los residuos marcados
en gris son las sustituciones de aminoacidos encontradas en la CuZnSOD1 de D.
hansenii. (tomado de Hernandez-Saavedra. 1997).
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Recientemente, se han propuesto dos modelos de estados de
oligomerizacion durante la transferencia del cobre: a) la formacion de un
heterodimero compuesto por un monémero de CCS y otro de SOD (Lamb. et al.,
2000), y b) un dimero de dimeros que involucra interacciones entre los dos
homodimeros (Hall et al., 2000).

Se cree que la incorporacion del cobre a la SOD por la CCS involucra la
cooperacidon entre tres regiones diferentes de la misma: un dominio | amino-
terminal homodlogo al sitio Atx1p de la metalochaperona, una porcion central
(dominio 1) homélogo a la Cu,Zn SOD, y un extremo carboxi-terminal corto
(dominio Ill) que es una secuencia unica y particular de las moléculas CCSs. Se
supone que el dominio Il participa en el reconocimiento de la Cu,Zn SOD
(Casareno et al.., 1998), mientras que segmentos pequenos de los extremos N- y
C-terminal de la CCS facilitan la unién y entrega del cobre a la Cu,Zn SOD
(Schmidth et al., 1999a). La homologia entre el dominio Il de la CCS y la Cu,Zn
SOD alcanza valores del 50% en términos de identidad y del 60% en lo que se

refiere a similitud (Casareno et al., 1998).
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3. HIPOTESIS.

Si consideramos que la expresion de la Cu,Zn SOD es constitutiva pero
bajo condiciones agudas de estrés oxidativo puede comportarse como inducible,
entonces al adicionar substancias reportadas como pro-oxidantes en otros
sistemas eucariotas y metales divalentes, a cultivos de la levadura marina D.
hansenii, observaremos una induccion de la expresion de la enzima (sobre-

expresion).

4. OBJETIVOS.
4.1 Objetivo General.

Determinar el efecto de substancias pro-oxidantes y metales divalentes
sobre los niveles de expresion de la Cu,Zn SOD en la levadura marina D. hansenii.
4.1.1 Objetivos Particulares.

1) Evaluar el efecto de la adicibn de metales divalentes a cultivos de D.

hansenii en la expresién de Cu,Zn SOD, y

2) Evaluar el efecto del ClO, y ditranol en los niveles de expresion de la

Cu,Zn SOD de D. hansenii, monitoreando:

a. El crecimiento

b. La actividad enzimatica



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Organismo de estudio

En este trabajo se utilizoé la levadura marina Debaryomyces hansenii cepa
C11 como objeto de estudio. Esta cepa pertenece a la Coleccion de Levaduras
Marinas del CIBNOR, S. C., y se aislé6 de agua de mar colectada a 50 m de
profundidad a 45 brazas de distancia respecto a la linea de costa (estacién 127.45

de acuerdo al plan basico de CALCOFI; Hernandez-Saavedra, 1990).

5.2 Determinacion de las condiciones de crecimiento basal
5.2.1 Preparacion del in6culo

El inéculo se preparo a partir de placas de C11 en medio YPD + tetraciclina
(dextrosa 2%, peptona 2%, extracto de levadura 1%, agar 2%, tetraciclina 50
ug/ulL) incubadas durante 24 horas a temperatura ambiente. De estas placas se
tom6é una asada con la que se inocularon 200 mL de medio YPD liquido
contenidos en un matraz Erlenmeyer de 1000 mL. El cultivo se incub6 durante 18
horas a 30°C y en agitacion orbital constante a 130 rpm; a partir de la hora 18 se
monitoreo la absorbancia a 580 nm (Abssgo) del cultivo hasta obtener un valor de
0.33 en una dilucién 1:20. La estimacion del numero de ceélulas se realizé de
acuerdo a la ecuacion: y = 0.132 x + 0.099 (r = 0.98) que nos relaciona el numero
de células (107) determinado mediante conteo directo al microscopio usando una

camara de Neubauer, con la Abssgy (Hernandez-Saavedra, 1985).

26



5.2.2 Estudios de crecimiento en fermentador de 2 litros

Una vez alcanzada una absorbancia de 0.33 (dil.1:20) en el inéculo (9X10™
cel/mL), este se adiciond (200 mL) a 1800 mL de medio YPD liquido estéril
contenidos en un vaso de fermentador de 2 Lt (BioFlo Ill, New Brunswick) en el
que las condiciones de agitacion (250 RPM), aireacion (434 cc/min) y temperatura
(30°C) se mantuvieron controladas, y dejando como unica variable no controlada
al pH. Se realizé6 el monitoreo del cultivo cada hora y durante 24 horas,
determinandose el crecimiento mediante la medicidén de la Abssgy (por triplicado)
en un espectrofotdmetro Beckman DU 660 a temperatura ambiente y en cubetas
de plastico de 1 cm. La curva de crecimiento se siguié hasta alcanzar la fase
estacionaria, realizandose tres experimentos (0 curvas) independientes para
determinar las condiciones basales de crecimiento de D. hansenii cepa C11. Con
esta informacidon se determinaron los parametros de crecimiento “normales” del
organismo en estudio, asi como el tiempo de inicio, la duracién y el tiempo de

terminacién de la fase exponencial.

5.2.3 Método de evaluacion y andlisis del efecto de inductores en el crecimiento de
D. hansenii.

Para facilitar la evaluaciéon y el analisis de los efectos de la adicion de
inductores en el crecimiento de D. hansenii, como se observa en la grafica 1, la
fase de crecimiento exponencial (m3) se dividié en dos secciones (m1 y m2)
definidas por su pendiente. Asi pues, la m1 definira el crecimiento de las células

desde que se inicia la fase exponencial (t = 4) hasta la fase exponencial media (t =
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7), antes de aplicar el estimulo inductor; la m2 define el crecimiento desde la fase
exponencial media (t = 7), cuando se aplicara el estimulo, hasta la ultima parte de

la fase exponencial (t = 10).

1.0

0.9 A

Abs 580nm

12

Tiempo (hr)

Grafica 1. Representacion de una Curva de crecimiento en la
cual se muestra las secciones m1 y m2 que comprenden la fase
exponencial m3.

De tal forma que si el estimulo:

No tiene efecto (inocuo), entonces m3 =m1y m2, m1 =m2

Tiene efecto positivo, entonces m3 =m1y m1 <m2

Tiene efecto toxico, entonces m3=m1y m1 > m2

Tiene efecto letal, entonces m3 = m1 y m1 > m2, donde el valor de m2 <0



Se determiné que este tipo de analisis facilitara la evaluacién del efecto de los
inductores en los parametros de crecimiento de D. hansenii, dada la posibilidad de
inflexién de la curva (positiva o negativa) a partir del momento de la adicién del

inductor, lo cual se veria enmascarado si sélo consideraramos la m3.

5.2.3.1 Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de la adicion de inductores en el crecimiento de D.
hansenii se aplicaran a los datos de las pendientes (m1, m2 y m3) analisis ANOVA
de 1 via, considerando como variables dependientes los valores y como variables
independientes las pendientes, aplicando la prueba de homogeneidad de Tukey,

considerando un intervalo de confianza del 95%.

5.3 Experimentos de induccién

Para los experimentos de induccién por la adicion de metales divalentes y
substancias pro-oxidantes se realizaron cultivos “normales”, solo que en este caso
se dio un pulso inductivo en la fase exponencial media, de acuerdo a los

parametros establecidos en el punto 5.2.2.

5.3.1 Metales bivalentes
Para evaluar el efecto de la adicién de metales divalentes (Cu*?, Ag*', Pb*?,
Cd*, y Co*?) sobre la expresiéon de la Cu,Zn SOD en D. hansenii, los pulsos

inductivos se dieron durante la fase exponencial media, manejando una

29



concentracion final de sales metalicas de 50-80 uM (tabla 1; Fridovich, 1975;
Galliazzo et al, 1991).

Se tomé la primera muestra a los 5 minutos del momento de la induccion, la
segunda a los 20 minutos y posteriormente cada 30 min. hasta completar 5 horas
de evaluacion. Se separd una alicuota de 500uL de cada muestra para determinar
la Abssgo (por triplicado); el resto de la muestra se centrifugo durante 10 min a 4°C
a 12000 X g. El botén celular se lavo dos veces con buffer de fosfatos (50mM, pH
7.8); las células lavadas se dividieron en dos alicuotas (ver punto 5.4)
cosechandose posteriormente por centrifugacion (30 seg., 4°C, 14000 X g ) para

congelarse a —80°C hasta su andlisis.

Tabla |. Caracteristicas de las sales metalicas usadas como inductores en los
experimentos de determinacién del efecto de la adicién de metales en la expresién de la
SOD en D. hansenii.

Nombre Formula Metal | Peso molecular (g/mol) | Conc. (UM)
Sulfato de cobre | CuSO,5H,0 | Cu™ 249.68 80
Nitrato de plata AgNO; Ag*' 169.87 50
Nitrato de plomo | Pb(NOs), 6H20 | Pb*? 331.21 50
Nitrato de cobalto Co(NO3), Co* 291.03 50

5.3.2 Sustancias pro-oxidantes
Los experimentos se llevaron a cabo de la misma forma que aquellos
realizados con los metales divalentes (punto 5.3.1). En estos experimentos la

concentracion de los pro-oxidantes fué: ditranol 50 pyM (disuelto en DMSO
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inmediatamente antes de cada vez que se utilizo) e hipoclorito de sodio (NaOCI)
21 uM. Se tom¢é la primera muestra a los 5 minutos del momento de la induccion,
la segunda a los 20 minutos y posteriormente cada 30 min hasta completar 5
horas de evaluacién. Se separé una alicuota de 500uL de cada muestra para
determinar la Abssgg (por triplicado); el resto de la muestra se centrifugd durante
10 min a 4°C a 12000 x g. El botdon celular se lavé dos veces con buffer de
fosfatos (50mM, pH 7.8); las células lavadas se dividieron en dos alicuotas (ver
punto 5.4) cosechandose posteriormente por centrifugacion (30 seg., 4°C,
14000xg ) para congelarse a —80°C hasta su analisis. En el caso del NaOCI al 5%
(Clorox®) se realizaron experimentos previos para determinar la concentracion de

trabajo a usar antes de llevarse a cabo los experimentos de induccion.

5.3.2.1 Determinacion cualitativa de la concentracion de NaOCI a usar en los
experimentos de induccion

De acuerdo a los reportes de Martinez-Orozco (1998 y et al, 2001) la
sustancia clorada utilizada para esterilizar quimicamente los medios usados para
la fermentacién de D. hansenii es didxido de cloro (ClO;: 67.45 g/mol, Halox E-
100®), a una concentracion de 130mg/mL, generando en placas de YPD-agar,
halos de inhibicion del crecimiento de 10 mm de didmetro con un volumen
aplicado de 10uL (1300ug totales de CIO; en 10uL; Martinez-Orozco et al, 2001).
Debido a que el Halox E-100® quedo fuera del mercado, se busco sustituir la
fuente de CI" por otra sustancia comercial, seleccionandose el hipoclorito de sodio

(NaOCI: 74.45 g/mol, Clorox®) en su presentacion al 5%. Los experimentos
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consistieron en determinar la concentracion de NaOCI suficiente para generar
halos de inhibicion del crecimiento de 10 mm de diametro. Las diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio ensayadas en la prueba de difusiéon en
discos (sensidiscos) se muestran en la tabla 2.

Tabla Il. Concentraciones de NaOCI usadas para determinar la
concentracidén optima a usar en los experimentos de induccién
(ver punto 5.3.2)

EXPERIMENTO

En placas En liquido

NaOCI (ug) NaOCI (ug/uL)
1500 10
1250 6.6
1000 3.3
750 1.6
500 1.6 X107
250 1.6 X107
200 1.6 X107
150 1.6 X 10™
100 1.6 X 10°
50 1.6 X 10°

0 0
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A partir de la concentracion de 250ug de NaOCI| se uso como organismo
control, y con fines de comparacién de sensibilidad, a Saccharomyces cerevisiae
cepa X2180.

La prueba de sensidiscos se realizd de la siguiente manera: se prepararon placas
Petri con medio YPD-agar de 5 mm de grosor, las cuales se mantuvieron a 30°C
durante 24 horas para eliminar el exceso de humedad. Posteriormente, las placas
se sembraron con 100 uL de un cultivo liquido de D. hansenii en fase exponencial
(18 horas de crecimiento), diseminandose homogéneamente sobre la superficie
del agar mediante una “L” de vidrio estéril (siembra por arrastre). Las placas se
dejaron secar al aire dentro de una campana de flujo laminar, para posteriormente
colocar, de una forma equidistante, discos estériles de papel 3MM (Millipore) de 8
mm de diametro. A cada disco se le aplicaron 30 pyL de las diluciones a probar
(tabla 2), incubandose posteriormente a 30°C durante 48 horas; las placas se
realizaron por triplicado. Una vez transcurrido el periodo de incubaciéon, se midio

con una regla el diametro de inhibicion del crecimiento (en milimetros).

5.3.2.2 Determinacién cuantitativa de la concentracion de NaOCI a usar en los
experimentos de induccion

Debido a que la informacion de la prueba de difusion en disco solo nos
proporciona informacién cualitativa de la actividad antimicrobiana del NaOCI, a
partir de la concentracion estimada para rendir halos de inhibicién de 10 mm de
didmetro se estimo cualitativamente la misma mediante el método de diluciones en

tubo / nimero de unidades formadoras de colonia.
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A partir de un cultivo de D. hansenii en fase exponencial, se determiné el
numero de células mediante conteo directo al microscopio usando una camara de
Neubauer (Apéndice 1), para ajustar el numero de células en 100 mL de una
suspension celular a 3500cel/mL. A parte, se prepararon 9 mL de diferentes
concentraciones de NaOCI, de acuerdo a los valores citados en la tabla 2. En
tubos de rosca de 10 mL estériles se adicionaron 2 mL de la suspension celular
(10 000 células) y 2 mL de la concentracion correspondiente de NaOCI. Las
mezclas se incubaron a 30°C durante 1, 12 y 24 en agitacion orbital constante a
100 rpm. Posterior al periodo de incubacién, se tomaron 200uL de cada tubo
(teéricamente 500 células) para sembrarlos por arrastre en placas Petri con medio
YPD-agar. Posteriormente las placas se incubaron a 30°C durante 24 horas, para
finalmente contar el niumero de colonias por placa. De acuerdo con los resultados
obtenidos se calculd el volumen de NaOCI al 5% a adicionar a un volumen de

cultivo de 1.86L.

5.4 Procesamiento de muestras
5.4.1 Analisis proteicos
5.4.1.1 Perfil electroforetico de actividad SOD

La segunda alicuota de células lavadas se rompié mediante disrupcion
mecanica usando un vortex y perlas de vidrio, aplicando 15 pulsos de 30"
alternando periodos de reposos en hielo de 30". Los homogenizados celulares se
centrifugaron a 17000Xg durante 15 minutos a 4°C, y los sobrenadantes asi

obtenidos se procesaron de acuerdo a los métodos descritos por Hernandez-
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Saavedra y Ochoa-Ochoa (1999). La cuantificacion de proteinas totales de
determino de acuerdo al método por Lowry (1975) y el patron de bandeo de
actividad SOD se determind mediante electroforesis nativa en geles de
poliacrilamida al 7% (Davis, 1964) cargando 50 ug de proteinas totales por pozo,
usando como sustrato el sistema metionina-riboflavina-EDTA-NBT de acuerdo al
método descrito por Beauchamp y Fridovich (1971). Los geles se realizaron por
duplicado, envenenando uno de ellos con 500 uL NaCN 100 mM (inhibicion de
actividad Cu,Zn SOD) para evidenciar solo la actividad MnSOD. Los geles se

secaron en celofan y se foto documentaron en un escaner HP 2200c.
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6. RESULTADOS
6.1 Condiciones de crecimiento basal
6.1.1 Crecimiento

En la Grafica 2 se puede observar que la duracion del periodo de
adaptacion de la cepa al medio usado para la fermentacidon es de 2 horas,
iniciandose el crecimiento acelerado a partir de esta hora y hasta la hora 4, a partir
de la cual se entra en una franca etapa de crecimiento exponencial. En la etapa
del crecimiento exponencial, las células se encuentran totalmente adaptadas al
medio por lo que su metabolismo esta operando 6ptimamente. En esta etapa, que
se dispara en la hora 4 y termina hasta la hora 10, no hay restricciones de
disponibilidad de nutrientes ni efectos adversos por la acumulacion de metabolitos
secundarios que afecten el crecimiento. De acuerdo a la duracién de la fase

exponencial (de la hora 4 a la 10) se determinaron los valores correspondientes a

la velocidad especifica de crecimiento maxima (Mmax) = 0.27, y al tiempo de

duplicacién (tq) = 2.56. A partir de la hora 10 y hasta la 11 el cultivo entra en una

etapa de desaceleracion del crecimiento para entrar finalmente en una fase
estacionaria a partir de la hora 11, en la que los nutrientes empiezan a ser un
factor limitante del crecimiento asi como la acumulacion de metabolitos
secundarios. En esta fase (no mostrada en la figura), el niumero de nuevas células
iguala al numero de células que mueren. Debido a que lo que se buscaba con la
estandarizacién del proceso de fermentaciéon era la reproducibilidad para la

aplicacion de estimulos inductores a una t dada, y el establecimiento de las
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caracteristicas normales de crecimiento (bajo las condiciones experimentales de
cultivo) para poder establecer patrones de comparacion, se determiné que el
tiempo ideal para dar los pulsos inductivos corresponde a la fase media
exponencial (t = 7), por ser un periodo en el que las células se encuentran
metabolicamente al 100%, y ni la disponibilidad de nutrientes ni la acumulacion de
metabolitos secundarios son factores limitantes para el crecimiento.

Como se puede observar en la grafica 3, los valores calculados para m1, m2 y m3

de la curva de crecimiento basal (control) son 0.7070, 0.5416 y 0.6214
respectivamente. Bajo esta perspectiva de andlisis, las Umax Y tg de los segmentos

de la fase exponencial se pueden observar en la tabla 3; estos fueron

considerados como los parametros normales de crecimiento para D. hansenii.

Curva de crecimiento Basal D. hansenii

0.8

0.7 A

0.6

0.5

0.4 A

0.3 4

Abs 580 nm

0.2 A

0.1 A

Tiempo (hr)

Grafica 2. Curva de crecimiento de D. hansenii en condiciones basales.
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10 X 7 cel/hr

Control

1.00
0.90 -
0.80 -
0.70 A
0.60 -
0.50 -
0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 A
0.00 -

m1 (4-7)

m2 (7-10)

m3 (4-10)

m Control

0.7070

0.5416

0.6214

Grafica 3. Representacion grafica de los valores obtenidos de las fases de
crecimiento exponencial, m1, m2 y m3, en el crecimiento basal de D.
hansenii.

Tabla lll. Velocidades especificas de crecimiento y tiempo de duplicacion
de D. hansenni en los diferentes tratamientos con metales y su control.

Velocidad especifica de
crecimiento pmax (hr')

Tiempo de duplicacion (hr)

Metal

m1(4-7)

m2 (7-10)

m3 (4-10)

m1(4-7)

m2 (7-10)

m3 (4-10)

Control

0.47

0.17

0.32

1.47

4.07

2.16
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6.1.2 Actividad superoxido dismutasa

Como se observa en la figura 4, a lo largo de la cinética de crecimiento la actividad
SOD permanece constante (figura 4A y B), en este caso solo se observan los dos
homodimeros (DhSODC1 y DhSODC2; Hernandez 1997; Hernandez y Ochoa,
1999) siendo la forma mas electronegativa aparentemente mas activa. Para
discriminar entre las actividades Cu,Zn SOD y Mn SOD se envenend la Cu,Zn
SOD mediante la incubacion de los geles correspondientes en el sustrato
conteniendo NaCN 100 mM. Como se observa en la figura 4C, la actividad de la
enzima MnSOD no es constante a lo largo de la cinética de crecimiento (en la
figura 4C solo se presenta el perfil electroforético de actividad Mn SOD del tiempo
1 al 7), aparentemente existe un incremento gradual de la actividad, concomitante
con el aumento de la densidad celular. Cabe mencionar que este efecto de
actividad minima al inicio de la curva de crecimiento (figura 4C carriles 2 y 3) con
un incremento gradual hasta una aparente estabilizacion, no es el resultado de
diferencias en la concentracién de proteinas totales aplicadas por linea, pues
como se establecid en la seccion 5.4.2.1 la cantidad de proteinas fue
estandarizada a 50 ug, por lo que las diferencias en los patrones de actividad son
resultado de diferencias en la proporcion de proteinas con actividad SOD en la

muestra.
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12 3 4 5 6 7 8

Figura 4. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados celulares de D. hanseniii
en condiciones basales sobre PAGE nativa 7.5 %. A. Carril 1 estandar de actividad Cu,Zn
SOD de S. cereviseae; carriles 2 - 8 homogenizados celulares correspondientes a las
horas de cultivo 1- 7. B. Carriles 2 - 8 homogenizados celulares correspondientes a las
horas de cultivo 7-13, carril 14 estandar para actividad. C. PAGE nativa 7.5 % con NaCN
100mM Carril 1 estandar para actividad Cu,Zn SOD; carriles 2 - 8 homogenizados
celulares correspondientes a los horas de cultivo 1- 7. Método de tincion NBT,
(Beauchamp y Fridovich, 1971)
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6.2 Experimentos de induccién mediante sales metalicas
6.2.1. Cobre

6.2.1.1 Crecimiento

Curva de crecimiento D. hansenii + CuSO4 80 uM

0.8

0.7 1 b

06 - a \

0.5+

0.4 +

0.3 -

Abs 580 nm

0.2 -

0.1 1
[
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Grafica 4. Curva de crecimiento de D. hansenii inducido con CuSOQO,.
a, tiempo de induccion 7 hr, b tiempo de recuperacioén 8 hr.

En la grafica 4 al adicionar CuSO4 80 uM (concentracién final) al tiempo 7, hay
una disminucion inmediata del crecimiento (punto a) con una duracion del periodo
critico menor a 30 min. Posteriormente, se observa una recuperacion del
crecimiento (punto b) 60 minutos después del pulso inductivo, y a partir de ahi una
estabilizacion del crecimiento. A pesar de |la adaptacién de las células observada a
partir de la hora 8 y hasta el final del periodo de evaluacién (t=10), la Pymax Y €l ts nO

se recuperan del todo, de acuerdo a los parametros establecidos en las
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condiciones normales de cultivo (tabla 3, grafica 3). De acuerdo a la definiciéon de
efectos considerando los parametros establecidos en el punto 5.2.3, se puede
establecer que el efecto final de la adicion de CuSO,4 en el crecimiento de D.
hansneii es inocuo pues aunque en la grafica se observa un efecto, este no es

estadisticamente significativo (p < 0.05) en téminos de m2, m3 (tabla 7).

6.2.1.2 Actividad superoxido dismutasa.

1 2 345 6 7 8

Figura 5. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados celulares de
D. hansenii inducidos con CuSQO, sobre PAGE nativa 7.5 %. A. Carriles 1 — 7
homogenizados celulares correspondientes a los horas de cultivo 7.08 - 9.83.
Carril 8 estandar para actividad Cu,Zn SOD de S. cereviseae. B PAGE nativa
7.5 % con NaCN 100mM. Carriles 1 — 7 homogenizados celulares
correspondientes a los horas de cultivo 7.08 - 9.83. Carril 8 estandar para
actividad Cu,Zn SOD. Método de tincion NBT, (Beauchamp y Fridovich, 1971)
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El analisis de la figura 5A nos muestra la actividad SOD a partir del tiempo 7 (carril
1) de la cinética de crecimiento en donde esta permanece constante por un breve
periodo de 20 minutos después de la induccidon siendo visibles solamente los dos
homodimeros (DhSODC1 y DhSODC2; Hernandez 1997; Hernandez y Ochoa,
1999) de forma similar al perfil de la curva basal, inmediatamente después se
aprecia un incremento en la actividad de la forma mas electronegativa, este
aumento se intensifica a partir del tiempo 8 y al mismo tiempo se activa una nueva
isoforma la cual presenta una electronegatividad intermedia. Para discriminar
entre las actividades Cu,Zn SOD y Mn SOD se envenend la Cu,Zn SOD mediante
la incubacién de los geles correspondientes en el sustrato conteniendo NaCN 100
mM. La figura 5B muestra que la actividad de la enzima Mn SOD disminuye a lo
largo de la cinética de crecimiento (en la figura 5B solo se presenta el perfil
electroforetico de actividad Mn SOD del tiempo 7 — 9.8) esta disminucion en la
actividad se relaciona directamente con el aumento en la actividad de las

isoformas Cu,Zn SOD, a partir del tiempo 8.
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6.2.2. Plata

6.2.2.1 Crecimiento celular.

Curva de crecimiento D. hansenii AgQNO3 50 uM pH 5.6
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Grafica 5. Curva de crecimiento de D. hansenii inducido con AgNQO3

La grafica 5 muestra que al adicionar AQNO3 50 puM (concentracion final) al
tiempo 7, hay una disminucion inmediata del crecimiento sin recuperacion
aparente, hasta las 10 horas de cultivo. De acuerdo a la definicion de efectos
considerando los parametros establecidos en el punto 5.2.3, se puede establecer
que el efecto final de la adicidon de AgNOs en el crecimiento de D. hansenii es
téxico, tendiendo a ser letal pues la pendiente de un valor de m1 = 0.7 cae a un
valor de m2 = 0.17, siendo el valor de m3 = 0.4 (Grafica 8). Estos cambios
observados en las pendientes son estadisticamente significativos (p < 0.05) en

términos de m2 y m3 ANOVA (tabla 7).
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6.2.2.2 Actividad Superoxido Dismutasa.

2 3 4 5 6 7 89

Figura 6. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados celulares
de D. hansenii inducidos con AgNO; sobre PAGE nativa 7.5 %. A. Carriles
1 — 7 homogenizados celulares correspondientes a los horas de cultivo 7.08
— 9.8. Carril 8 estandar para actividad Mn SOD de E. coli; carril 9 estandar
para actividad Cu,Zn SOD de S. cerevisiae. B. PAGE nativa 7.5 % con
NaCN 100mM. Carriles 1 — 7 homogenizados celulares correspondientes a
los horas de cultivo 7.08 — 9.8. Carril 8 estandar para actividad Cu,Zn SOD;
carril 9 estandar para actividad Mn SOD. Método de tincion NBT,
(Beauchamp y Fridovich, 1971).

La figura 6A muestra como la induccion con AgNO3 afecta el patrén de actividad
SOD, el efecto es visible 20 minutos después de la induccion; el efecto principal
esta dado por una aparente disminucion de la DhSODC2 y esto se ve reflejado en
también en el patron de bandeo de la figura 6B correspondiente al gel tratado con

NaCN 100mM y en el cual solo se observan enzimas Mn SOD.
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6.2.3. Plomo

6.2.3.1 Crecimiento celular.

Curva de crecimiento D. hansenii + Pb(NO3)2
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Grafica 6. Curva de crecimiento de D. hansenii inducido con Pb(NO3),

La grafica 6 muestra como la cinética de crecimiento es afectada
ligeramente después de la induccién con Pb(NOs3), al tiempo 7 (punto a) y
permaneciendo hasta el tiempo 8 (punto b), logrando recuperarse después de este
periodo de tiempo con una tendencia positiva, de acuerdo a la definicién de
efectos considerando los parametros establecidos en el punto 5.2.3, se puede
establecer que el efecto final de la adicion de Pb(NOs), en el crecimiento de D.
hansenii es téxico, debido a que la pendiente de un valor de m1 = 0.6817 cae a
un valor de m2 = 0.3869, siendo el valor de m3 = 0.5393. Estos cambios
observados en las pendientes no son estadisticamente significativos (p < 0.05) en

términos ANOVA (tabla 7).
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6.2.3.2 Actividad superoxido.
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Figura 7A. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados
celulares de D. hansenii inducidos con Pb(NO;), sobre PAGE nativa 7.5 %.
A. Carril 1 estandar para actividad Mn SOD de E. coli; carriles 2 — 9
homogenizados celulares correspondientes a los horas de cultivo 7- 9.8. B.
PAGE nativa 7.5 % con NaCN 100 mM. Carril 1 estandar para actividad Mn
SOD; carriles 2 — 9 homogenizados celulares correspondientes a los horas
de cultivo 7- 9.8. Método de tincién NBT, (Beauchamp y Fridovich, 1971).

La actividad SOD en el periodo de tiempo 7.08 —9.8 es presentada en la
figura 7A donde inmediatamente después de la induccién con Pb(NOs3), en el
tiempo 7 se ve afectada la actividad de los homodimeros DhSODC1 y DhSODC2
siendo mas evidente en el mas electronegativo (DhSODC1) al tiempo 7.8 (carril 5)

y a partir del tiempo 8.3 aparentemente existe una recuperacién del nivel de
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actividad, Como se observa en la figura 7B, la actividad de la enzima MnSOD es
constante a lo largo de la cinética de crecimiento (en la figura B solo se presenta

el perfil electroforetico de actividad Mn SOD del tiempo 7.08 al 9.8).

6.2.4. Cobalto

6.2.4.1 Crecimiento celular.

Curva de crecimiento D. hansenii + Co(NO3)2 + 50 uM
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Grafica 7. Curva de crecimiento de D. hansenii inducido con Co(NO3),

En la Grafica 7 se puede observar que la induccién con Co(NOs3), no afecto
drasticamente la etapa del crecimiento exponencial, si bien se vio un efecto ligero
después del tiempo 9 la velocidad especifica de crecimiento se recupero en un
periodo de 30 minutos con una tendencia positiva en esta fase final (no mostrada

en la figura). De acuerdo a la definicion de efectos considerando los parametros
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establecidos en el punto 5.2.3, se puede establecer que el efecto final de la
adiciéon de Co(NOs), en el crecimiento de D. hansenii es téxico, tendiendo a ser
positiva pues la pendiente de un valor de m1= 0.6185 cae a un valor de m2 =
0.3869, siendo el valor de m3 = 0.5393 (Grafica 8). Estos cambios observados en
las pendientes no son estadisticamente significativos (p < 0.05) en términos
ANOVA (tabla 7).

6.2.4.2 Actividad superoxido.

1234 56 789

Figura 8A. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados
celulares de D. hansenii inducidos con Co(NOs3), sobre PAGE nativa 7.5 %
A. Carril 1 estandar para actividad Cu,Zn SOD de S. cereviseae; carriles 2 —
9 homogenizados celulares correspondientes a los horas de cultivo 7.08-
9.08. B. PAGE nativa 7.5 % con NaCN 100mM. Carril 1 estandar para
actividad Cu,Zn SOD; carriles 2 - 9 homogenizados celulares
correspondientes a los horas de cultivo 7.08- 9.08. Método de tincion NBT,
(Beauchamp y Fridovich, 1971).
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6.3 Analisis estadistico.

1.00
0.90 A
0.80
0.70 -
0.60 -
0.50 A
0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 A
0.00 -

10 X 7 cel/hr

m1 (4-7) m2 (7-10) m3 (4-10)
m Control 0.7070 0.5416 0.6214
O CuSO4 0.6503 0.4490 0.5793
0 AgNO3 0.7031 0.1750 0.4007
B Pb(NO3)2 0.6817 0.3869 0.5393
B Co(NO3)2 0.6185 0.5150 0.5740

Grafica 8. Representacion grafica de los valores obtenidos de las fases de
crecimiento exponencial, m1, m2 y m3, en el crecimiento de D. hansenii
inducida con metales.

Tabla IV. Andlisis de varianza (ANOVA) de 1 via de las pendientes (m1, m2 y m3) con
metales.

Analysis of Variance (abril.sta)
Marked effects are significant at p <.05000
SS df MS SS df MS
Effect Effect Effect Error Error Error F

p
ABS 0.501632452 2 0.250816226 0.47393768 42 0.01128423 22.22714491 2.60446E-07
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Tabla V. Prueba de Tukey en el analisis de varianza (ANOVA) de 1 via de las pendientes
(m1, m2 y m3) con metales.

Tukey HSD test; Variable: ABS (abril.sta)
Marked differences are significant at p <.05000

{1} {2} {3}

M=.67211 M=.41349 M=.54293
{1} 0.000118586 0.005165393
{2}  0.000118586 0.005066699
{3} 0.005165393 0.005066699

El analisis de varianza de 1 via (tabla 4) asi como la prueba de Tukey (tabla5) del
factor Pendiente (m) Vs. Valor (dato) indica que hay una diferencia significativa

entre las tres pendientes (p <0.05).

Tabla VI. Andlisis de varianza (ANOVA) de 1 via de tratamiento metales vs. valor de la
pendiente m3 .

Analysis of Variance (abril.sta)
Marked effects are significant at p <.05000
SS df SS df MS
Effect Effect Effect Error Error Error F p
ABS 0.18974553 4 0.04743638 0.7858246 40 0.01964562 2.41460409 0.06466156

Tabla VII. Prueba de Tukey en el analisis de varianza (ANOVA) de 1 via de tratamiento
metales vs. valor de la pendiente m3 .

Tukey HSD test; Variable: ABS (abril.sta)
Marked differences are significant at p <.05000
{1} {2} {3} {4} {5}
M=.62331 M=.55952 M=42627—, M=.53598 M=.56916
{1} 0.86898167 | 0.03700687 | 0.67958975 0.92308326

{2} _0.86898167 " 0.27685437 0.99647065 0.99990377
{3} | 0.03700687 | 0.27685437 0.4692539 0.21491737
{4} 0.67958975 0.99647065 0.4692539 0.98674442
{5} 0.92308326 0.99990377 0.21491737 0.98674442




El analisis de varianza de 1 via (tabla 6) asi como la prueba de Tukey (tabla 7) del
factor Tratamiento vs. Valor (dato) indica que:

El tratamiento con AQNO3 es el unico que presenta diferencia significativa p =
0.0370* (p<0.05) de medias contra los otros tratamientos, la mayor diferencia es
contra el control, seguida por los tratamientos con CuSO4, Pb(NO3)2 y
Co(NO3)2.

El tratamiento con Pb(NO3)2 aparte del tratamiento con AQNO3 es el unico que
presenta una significancia (p) importante contra el control, mientras que para los
otros tratamientos no hay una diferencia significativa de medias.

El tratamiento de CuSO4 no presenta diferencias de medias respecto al Control,
los tratamientos con Pb(NO3)2 y Co(NO3)2, al grado de presentar con Co(NO3)2
un valor muy cercano a su media, con el tratamiento de AgNO3 es el unico
tratamiento que presenta diferencia de medias, pero al menos en este programa
no es significativa.

El tratamiento de Co(NO3)2 es el que mas se ajusta a la media de CuSO4 con
una significancia de 1.000 y el que menor diferencia presenta contra el control.

El Control solo tuvo una diferencia de medias significativa contra el tratamiento de
AgNO3 en los otros tres tratamientos la diferencia mayor de medias presenta el

orden Pb(NO32, CuS0O4 y Co(NO3)2.
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6.3 Experimentos de induccién con substancias pro-oxidantes
6.3.1 Ditranol

6.3.1.1 Crecimiento celular.

Curva Crecimiento D. hansenii + Dithranol 50 uM
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Grafica 9. Curva de crecimiento de D. hansenii inducido con Ditranol

En la grafica 9 se observa como la induccion con ditranol al tiempo 7 afecta la
velocidad de crecimiento, de acuerdo a la definicion de efectos considerando los
parametros establecidos en el punto 5.2.3, se puede establecer que el efecto final
de la adicidn de ditranol en el crecimiento de D. hansenii es téxico, tendiendo a ser
positiva pues la pendiente de un valor de m1 = 0.5900 cae a un valor de m2 =

0.2867, siendo el valor de m3 = 0.4258 (Grafica 11).
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6.3.1.2 Actividad superoxido.
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Figura 9. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados
celulares de D. hansenii inducidos con ditranol sobre PAGE nativa
7.5 %. A. Carril 1estandares de actividad Mn SOD de E. coli;
carriles 2 — 9 y homogenizados celulares correspondientes a los
horas de cultivo 7.08- 9.8. B. PAGE nativa 7.5 % con NaCN 100mM.
Carril 1estandares de actividad Mn SOD de E. coli; carriles 2 -9y
homogenizados celulares correspondientes a los horas de cultivo
7.08- 9.8. Método de tincion NBT, (Beauchamp y Fridovich, 1971)

La actividad SOD presentada en la figura 9A correspondiente a la induccién con
ditranol nos muestra como es afectado el patron electroforetico de la DhSODCH1
modificando aparentemente su expresion o actividad. En el tiempo 8.8 (carril 7) se
puede apreciar una recuperacion, en términos de actividad, dada basicamente por

el incremento en la actividad de la Mn SOD (figura 9B).

54



6.3.2 Hipoclorito de sodio
6.3.2.1 Determinacion cualitativa de la concentracion de NaOCI a usar en los
experimentos de induccion

Después de incubar las placas de YPD-agar a 30°C durante 48 horas, se
midieron los halos de inhibicién en el crecimiento de D. hansenii y S. cerevisiae
(Figura 10) producidos por las diferentes concentraciones de NaOCI aplicadas en
los discos de papel filtro. Los diametros de los halos de inhibicion del crecimiento
producidos se muestran en la tabla 5. Es evidente que la sensibilidad de S.
cerevisiae al NaOCl es mayor que la de D. hansenni. Usando las mismas
concentraciones de NaOCI los halos de inhibicion del crecimiento de D. hansenii
son en promedio 50% menores que los producidos en las placas sembradas con
S. cerevisiae. Por otra parte, se determiné que la concentracion de NaOCI que
produce un halo de inhibicién de 10 mm en D. hansenni, bajo las condiciones de
prueba, es de 50ug. Sin embrago, estos resultados son cualitativos, por lo que la
actividad antimicrobiana del NaOCI se determiné a partir de esta informacion, en
suspensiones celulares cuantificando el numero de unidades formadoras de

colonia después de cada tratamiento.
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Figura 10. Prueba de sensibilidad a diferentes concentraciones de NaOCI
mediante la técnica de difusion en disco. Paneles A, D. hansenii; paneles B,.S.
cerevisiae. |: control negativo, II: 0, 1.6, 3.3 y 5 yg de NaOCI en cada disco (de
derecha a izquierda y de abajo hacia arriba) y Ill: 6.6 y 8.3 ug (de abajo hacia
arriba).
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Tabla VIlI. Sensibilidad de levaduras a diferentes concentraciones
de NaOCI mediante la técnica de difusion en disco.

Rotulo | NaOCI; (ng) Diametro (mm)
D. hansenii S. cerevisiae
150 1500 47 nd
125 1250 37 nd
100 1000 30 nd
75 750 28 nd
50 500 24 nd
25 250 18 40
20 200 17 30
15 150 14 28
10 100 12 24
5 50 10 18
0 0 0 0




6.3.2.2 Determinaciéon cuantitativa de la concentracion de NaOCI a usar en los

experimentos de induccion

Después de seguir el protocolo establecido para determinar cuantitativamente el
efecto de la concentracion de NaOCI (tabla 2) en la sobrevivencia de células de D.
hansenii en solucion, se encontré que la concentracion de NaOCI determinada
mediante el método cualitativo en sensidiscos (50ug totales en 30 pL de una
solucion de 1.6ug/pL), no dejaba células sobrevivientes (tabla 8), asi como
ninguna concentracién superior a esta. De acuerdo a las diluciones seriadas
efectuadas en el experimento cuantitativo, se encontré que a partir de una dilucion
de 1.6x107 se obtenian unidades formadoras de colonias. Asi mismo, se observé
que de acuerdo al conteo directo de células hay una diferencia de alrededor del
88% respecto al numero de unidades formadoras de colonias en placa. Asi de un
conteo teorico de 3500 células /mL el numero real de células viables es de ~3080.
Como se puede apreciar en la tabla 9 a partir de la concentracion de 1.6x107 se
presenta una disminucién de la viabilidad de alrededor del 15%, lo que refleja un

efecto ligeramente toxico a nivel celular.
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Tabla IX. No. de colonias formadas en la placa.

Rotulo Conc. final de cﬁl%ncij:s
NaOCI (ug/mL)
] 1.6 0
2 1.6 x 10”7 0
3 1.6 x 107 1
4 1.6x 107 273
5 1.6 x 10 263
6 1.6 x 10° 283
7 1.6x10° 298
3 0 308

De acuerdo a estos resultados se selecciond la concentraciéon de 1.6x10 para
realizar los ensayos del efecto de NaOCI en el crecimiento y la actividad SOD en
D. hansenii, por lo que el volumen de Clorox® (NaOCI al 5%) necesario para
obtener una concentracién final de 1.6x10>ug/uL es 32uL (por litro de medio),

resultando una concentracion final de trabajo igual a 21x10°M = 21uM
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6.3.2.3 Crecimiento celular.

Grafica 10. Curva de crecimiento de D. hansenii inducido con NaOCI

La adicion de NaOCI tuvo en efecto ligero (o inocuo) como se puede
apreciar en la grafica x6, a pesar de que en términos de la definicidon de efectos
considerando los parametros establecidos en el punto 5.2.3, se puede establecer
que el efecto final de la adicién de NaOCI en el crecimiento de D. hansenii es
téxico, tendiendo a ser positiva pues la pendiente de un valor de m1 = 0.6427 cae

a un valor de m2 = 0.4437, siendo el valor de m3 = 0.5472 (Grafica 11).
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6.3.2.4 Actividad Superoxido.
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Figura 11. Actividad Superoxido dismutasa de los homogenizados celulares
de D. hansenii inducidos con NaOCI sobre PAGE nativa 7.5 %. A. Carril
1estandares de actividad Cu,Zn SOD de S. cereviseae; carriles 2 — 9
homogenizados celulares correspondientes a los horas de cultivo 7.08- 9.8.
B. PAGE nativa 7.5 %. Carril 1estdndares de actividad Cu,Zn SOD de S.
cereviseae; carriles 2 — 9 homogenizados celulares correspondientes a los
horas de cultivo 7.08- 9.8.Método de tincion NBT, (Beauchamp y Fridovich,
1971).

La induccién con el NaOCl modificé el patron electroforetico de la actividad SOD
como se aprecia en la figura 11A en donde en un periodo de 20 minutos (carriles
2-4) la actividad del homodimero DhSODC2 y la Mn SOD se ve disminuida como

se aprecia en la figura 11 B.
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Grafica 11. Representacion grafica de los valores obtenidos de las fases
de crecimiento exponencial, m1, m2 y m3, en el tratamiento con

sustancias prooxidantes.

El analisis de varianza de 1 via asi como la prueba de Tukey del factor
Tratamiento vs. Valor (dato) indica que el tratamiento con ditranol es el unico que

presenta diferencia significativa p = 0.00670* (p<0.05) de medias contra los otros

tratamientos de sustancias pro-oxidantes.
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7. DISCUSION
7.1 Condiciones de crecimiento basal

De acuerdo al planteamiento metodolégico descrito en el punto 5.2, se
logré estandarizar con un alto grado de reproducibilidad, el método de cultivo
en un fermentador de 2 litros, con condiciones de agitacidon, aireacién y
temperatura controladas, lo que nos permitid determinar las caracteristicas de
crecimiento normales de D. hansenii.

Las diferencias observadas en relacion a los patrones electroforéticos de
actividad SOD entre los reportes de Hernandez (1997) y Hernandez y Ochoa
(1999) y el presente trabajo, se pueden atribuir a las diferencias en las
condiciones de cultivo y el tiempo de cosecha de las células. Por un lado, en los
citados trabajos los cultivos se realizaron en recipientes plasticos de 60L,
conteniendo 30 L de medio, usando como agente antimicrobiano Halox E-100 a
razon de 2mL/L (Ochoa et al, 1995). Las condiciones de cultivo fueron 48 h de
incubacion a temperatura ambiente (25°C + 2°C), con una aereacion de 3.3
L/min. De acuerdo a los resultados que presentan (Ochoa et al 1995), bajo
aquellas condiciones la fase exponencial tiene una duracion de 30 horas (de t =
12 at = 42), por lo que la cosecha de las células se lleva a cabo a la hora 48 de
cultivo que corresponde el inicio de la fase estacionaria. Es importante
mencionar que el sistema de cultivo utilizado en el presente trabajo controla
varios parametros (Ramirez, 1998), optimizando la agitacion y aereacion para
obtener el mayor rendimiento en relacién a la fuente de carbono proporcionada

y a la duracion total del proceso de fermentacion.
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7.2 Experimentos de induccién mediante sales metalicas

Las concentraciones de induccién con CuSO4, Co(NOs), y Pb(NOs3),

produjeron un ligero efecto toxico en la levadura, debido a que no se mermo la
capacidad de reproducirse y tampoco hubo una tendencia negativa en su pmax
(tabla3) que nos indicara muerte celular, esto pudo deberse a la naturaleza de
estos inductores que por ser metales divalentes pueden exitosamente substituir
al ion cobre en el sitio activo de los homodimeros Cu,Zn SOD de D. hansenii,
generando nuevas isoformas a un nivel de regulacion post-traduccional. Lo cual
probablemente indica que tanto el Co*? y el Pb*2, reconozcan el sitio de union
del Cu *2 en el factor de transcripcion Acep1.
La movilidad e intensidad de las isoformas puede deberse a variaciones en la
eficiencia de incorporacion de metales exdgenos (alta concentracién) y la
resultante actividad de enzima. Siendo esta enzima regulada a 2 niveles
transcripcionalmente mediante el factor de transcripcion Acep1 y post —
traduccionalmente mediante la incorporacion de metales al sitio activo a
apoenzimas .

Ademas el cobre puede modular la CuZnSOD de levaduras a nivel
transcripcional via Acel1p (Carri et al., 1990; Gralla et al, 1991). Un sitio de
union al Acep1 se ha identificado en el promotor del gen sod7 y la habilidad del
cobre para unirse a este factor transcripcional se ha demostrado in vitro (Carri
et al., 1990; Gralla et al., 1991; Culotta et al., 1995). Estos datos, junto a la

induccion de ARNm en presencia de AgNO3, sugieren un segundo rol para la
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SODC en levaduras, aparentemente la Cu,Zn SOD de S. cerevisiae puede
funcionar también como quelante de metales (Ciriolo et al., 1994); este mismo
efecto fue observado en D. hansenii.

El factor de transcripcion Acel1p es una proteina de 225 aminoacidos
con una region altamente basica en el extremo amino terminal (100
aminoacidos) el cual rodea el dominio de unién al ADN y se activa por iones
Cu* o Ag*' (Flrst et al, 1988). El dominio de unién a ADN del Acep1 sufre un
cambio conformacional dependiente de cobre, que dirige el plegamiento de
este dominio para unirse a la secuencia concenso 5-TTTTGCTG-3’ en el
promotor de el gen sod-1 y mtt. El factor de transcripcién Acep1 contiene en su
extremo amino terminal una serie de 12 residuos de cisteina, 11 de los cuales
son escenciales para la coordinacion trigonal de 4 o 6 atomos de cobre en su
forma reducida (Cu 1); el Cu (Il) y la plata se coordinan con el Acep1mediante
una coordinacion geométrica diferente (Furst and Hamer, 1989). Se ha
reportado que la union del Zn o Cd es diferente a la del Cu o Ag, estos metales
al parecer prefieren una coordinacion tetraédrica via tioles. Por lo tanto, es claro
que las diferencias en la coordinacion quimica de los metales dictan la
especificidad de la activacion del gen en respuesta a la actividad redox
(Thorvaldsen et al., 1994).

El ion Ag*1 , fue el unico metal no divalente con el que se experimento,
tuvo un mayor efecto téxico en la levadura D. hansenii, se puede observar

claramente el cambio en la umax €n el periodo posterior a la induccién, a pesar
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de este efecto hay que destacar que en ninguna de las cinéticas inducidas con
metales hubo una muerte celular drastica en la que la velocidad especifica de
crecimiento disminuyera del valor de su p max que tuvo un promedio de 0.3 hr™' .
La adicion de AgNO3; produjo un efecto toxico en el crecimiento de D. hansenii
afectando el patrén de actividad SOD, en donde se puede establecer que el
efecto principal esta dado por la disminucidn de la actividad de la DhSODC1 y
la MnSOD. Este resultado nos indica que el homodimero DhSODC1 es el
encargado de funcionar en estas circunstancias como quelante de metales,
mientras que el DhSODC2 continua inalterada y permaneciendo con la funcién
antioxidante.

En relacion a la regulacién post-transcripcional se sabe que una proteina,
chaperona de cobre (CCS- copper chaperone for SOD), esta involucrada en la
transferencia de los iones metalicos activo de la CuZnSOD. Sin embargo, los
mecanismos moleculares por los que por los que la CCS reconoce a la
CuZnSODs para la insercién del metal aun se desconoce. Recientemente se ha
propuesto dos modelos para el estado de oligomerizacion durante la
transferencia del cobre: 1) un heterodimero constituido por un monomero de la
CCS y un monoémero de la SOD (Lamb et al., 2000), y 2) un dimero de dimeros
que involucran interacciones entre los dos homodimeros (Hall et al., 2000). Se
cree que la insercion del cobre por la CCS a la SOD involucra la cooperacion
entre tres diferentes regiones de la CCS: un dominio | amino-terminal que es

homdlogo al Atx1p de las metalchaperonas, una porcion central (dominio Il)
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homologo a la SOD1, y un péptido corto en el extremo carboxi-terminal que es
unico en las moléculas de CCS (dominio Ill). Se ha postulado que en dominio |l
participa en el reconocimiento de la SOD1 (Casareno et al., 1998), mientras que
fragmentos pequefios de los extremo amino- y carboxi-terminal de la CCS
facilitan la union y liberacién del cobre en la CuZnSOD (Schmidth et al., 1999a).
La homologia entre el dominio Il de la CCS y la SOD1 esta alrededor del 50%
en términos de identidad y 60% en términos de similitud (Casareno et al., 1998).
De acuerdo a los resultados encontrados en el presente trabajo, la pregunta
que salta a la vista es si la CCS en el caso de D. hansenii es capaz de funcionar
en la transferencia de todos los iones metalicos o existen chaperonas metal-
especificas para la incorporacion de otros iones metalicos a la SOD1? A la
fecha, en la literatura no existen reportes que describan el modo de insercién de
los iones plata a la SOD1, aunque se ha demostrado in vivo su incorporacion a
la misma. Como resultado de la sustitucidn de los iones cobre por iones de
plata en el sitio activo de la SOD1, la enzima pierde su capacidad antioxidante
(se inactiva) dejando lugar unicamente a su funciéon quelante. De aqui que la
importancia de la SOD1 como detoxificante de iones metalicos es fundamental.
Si bien, a partir de nuestros resultados no se puede establecer la presencia de
la proteina inmunoreactiva, si se observd disminucion de la actividad de la
enzima, por lo que es probable, que al igual que se ha demostrado con la plata,
estos metales sean incorporados a la SOD, puesto que se observé en la
mayoria de los experimentos de exposicién una disminucion en la actividad de

la enzima.
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De acuerdo a estos resultados se puede establecer que el periodo corto
de efecto téxico durante el crecimiento celular, se puede deber a la activacion
del sistema de los genes cup? y sod1 que codifican para las metalotioneinas y
Cu,Zn SOD respectivamente, obteniendo asi una sobre-expresion de estas
enzimas capaces de detoxificar la célula y poder mantener la homeostasis
celular, por lo anterior podriamos considerar a D. hensenii como una posible

herramienta en Biorremediacion.

7.3 Experimentos de induccién mediante sustancias pro-oxidantes.

El efecto causado por ditranol en la cinética de crecimiento de D.
hansenii puede ser considerado el de mayor toxico, los valores finales de su
velocidad especifica de crecimiento tuvieron una tendencia en la cual si se
hubiese seguido monitoreando probablemente encontrariamos valores que
reflejarian una pendiente negativa.

Debaryomyces hansenii mostr6 mayor resistencia a concentraciones de
hipoclorito de sodio, en comparacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
ambas cultivadas con el mismo medio en las pruebas de difusién en agar, este
efecto también fue visible durante el crecimiento en bioreactor, sin embargo
este inductor afecto el patréon de actividad SOD en donde DhSODC2 fue

disminuida.
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CONCLUSIONES.

o De acuerdo al planteamiento metodoldgico descrito en el punto 5.2, se logro
estandarizar con un alto grado de reproducibilidad, el método de cultivo en un
fermentador de 2 litros, con condiciones de agitacion, aireacion y temperatura
controladas, lo que nos permitié determinar las caracteristicas normales de

crecimiento de D. hansenii.

o Las concentraciones de los inductores utilizadas fueron las adecuadas ya
que permitieron observar una respuesta inmediata de los efectos en el crecimiento

y patrén electroforetico, sin llegar a ser letales para la célula de la levadura.

o Las inducciones con CuSQO4, Co(NO3), y Pb(NO3), muestran un ligero
efecto toxico en el crecimiento, presentando cada uno patrones de bandeo de

actividad SOD particulares.

o La adicion de sales de AgNOs3 produjo un efecto toxico con una tendencia

letal, afectando el patron de actividad.

o El efecto en el crecimiento producido por ditranol fue toxico, modificandose
el patrén electroforetico, particularmente de la SODC y SODM, afectando su

expresion o actividad.
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o La adicion de hipoclorito de sodio (NaOCI) tuvo un efecto ligero en el
crecimiento sin embargo el patrén y la actividad de la SODC se modifica y la forma

2 se ve disminuida.

° De acuerdo a estos resultados parciales podemos concluir que el periodo
corto de efecto téxico durante el crecimiento celular, se puede deber a la
activaciéon del sistema de los genes cup? y sod1 que codifican para las
metalotioneinas y SODC respectivamente, obteniendo asi una sobreexpresion de
estas proteinas capaces de detoxificar la célula y poder mantener la homeostasis
celular, por lo anterior podriamos considerar a D. hansenii como una posible

herramienta en Biorremediacion.

o Conociendo el comportamiento en los niveles de expresion y actividad de
la SODC bajo el efecto de ciertos inductores, se puede manipular los cultivos para

producir mas enzimas 6 enzima con mayor actividad.
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APENDICE I.

Conteo de células en la camara de Neubauer.

a b 0N~

7.
8.
9.

Tomar 500 uL de cultivo.
Realizar diluciones seriadas 1:3 en una microplaca.

Tomar 10 ulL de la dilucion a contar y colocarlos en la ranura de la camara.

Enfocar con el objetivo 4X del microscopio para centrar la camara a la vista.

Cambiar al objetivo 10X, 40X para observar el cuadro central y el cuadro
individual de conteo respectivamente.

Ajustar la luz y el diafragma de manera que se permita observar las celulas
correctamente.

Determinar la esquina superior o inferior que no se contara.

Realizar la cuenta en 5 cuadros.

Multiplicar la cuenta por 5.

10. Multiplicar la cuenta por 1X10%.

11.Finalmente multiplicar el numero de celulas por mL. Por el factor de

dilucion.
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