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Propósito y Método del Estudio: La peroxisomicina Ai es una antracenona dimérica 
aislada de las plantas del género Karwinskia. Este compuesto es considerado 
como un potencial medicamento antineoplásico debido a que presenta 
toxicidad selectiva sobre células neoplásicas de origen humano derivadas de 
hígado, pulmón y colon. Los estudios encaminados a elucidar el mecanismo de 
acc ión d e este compuesto, establecen que el peroxisome es el organelo 
blanco de la peroxisomicina Ai en levaduras y en hígado de ratas y monos 
intoxicados experimentalmente. En este trabajo se presentan los métodos para 
aislar células de Hansen u/a polymorpha con disfunción peroxisomal, inducida 
por la peroxisomicina Ai, can el propósito de contar con un modelo que 
permita obtener información sobre el mecanismo de la interacción 
peroxisomicina Ai-peraxisoma. Se describen las características ut traestruc tura les. 
bioquímicas y fisiológicas de dos cepas con disfunción peroxisomal. 

Conclusiones y Contribuciones: Las células aisladas presentaron las siguientes 
características: peroxisomes anormales en morfología y número, observándose 
una e levada tasa de recambio peroxisomal; actividad de alcohol oxidasa 
disminuida en un 50 %: biomosa en los cultivos líquidos con metanol 
significativamente disminuida y utilización deficiente del metanol, Estos 
resultados sugieren que la disfunción peroxisomal podría estar relacionada, en 
parte, con una posible alteración en la membrana peroxisomal caracterizada 
por la Incapac idad para ba lancear d e manera a d e c u a d a el flujo del 
formaldehído. Los resultados obtenidos demuestran que el daño selectivo e 
irreversible sobre la membrana peroxisomal es un evento reproducible y 
además confirma que e! peroxisoma es el organelo blanco d e la peroxisomicina 
Ai en células de levadura. Las cepas con disfunción peroxisomal inducida por la 
peroxisomicina Ai, aisladas y caracterizadas en este trabajo constituyen un 
organismo modelo para realizar diferentes estudios relacionados con la 
biogénesis y la Función peroxisomal. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

El género Karwinskia es un taxón perteneciente a la familia 
Rhamnaceae, constituido básicamente de arbustos y pequeños árboles, 
que Incluye 15 especies cuyo habitat natural se extiende desde el sur de 
los Estados Unidos de América a México, Centro am erica, norte de 
Colombia, Cuba, Haití y República Dominicana. México cuenta con 12 
especies distintas, según Fernández Nava1, y de éstas Karwinskia 
humboldtiana destaca por su extensión territorial. 

El efecto paralítico producido por la ingestión accidental del fruto 
de la planta, es uno de los primeros datos toxicológlcos referidos en la 
literatura y se remonta hacia fines del siglo XVIII, en la obra de Clavijero 
"Historia de la Antigua o Baja California"2. 

De esa fecha a nuestros días, se han realizado múltiples estudios 
sobre las manifestaciones clínicas que se presentan a consecuencia de 
la ingestión del fruto de K. humboldtiana Igualmente estudios 
enfocados a identificar a los órganos blanco del efecto tóxico de las 
substancias de la planta6,7-*-*, al aislamiento, purificación y 
caracterización de las substancias responsables de dicho efecto, así 
como a la caracterización morfológica y funcional d e la planta 
mantenida tanto en condiciones de Invernadero como en cultivo in 
v/fro10. En relación al aislamiento de las substancias tóxicas, Dreyer y 
cois." aislaron cuatro antracenonas dlméricas y las denominaron en 



base a su peso molecular como: T 496, T 514, T 516 y T 544. 
Posteriormente, Waksman y cois.'8-" han aislado de las especies de K. 
parvifolla, K. tehuacana y K, humbellata otros compuestos 
antracenonlcos como son: un dlasteroisómero de la T 514 (Diast T 514), 
una T 510 y un isómero de la T 514 (isa T 514). 

Bermúdez y cois.14-19 realizaron estudios de toxicidad aguda en 
ratones, tanto con fruto molido de K. humboldtiana como con las toxinas 
puras T 496. T 514 y T 544. Ellos demostraron que tanto el fruto, como las 
toxinas purificadas son marcadamente citotóxicos, y que causan daño 
hepatopulmonar grave. En estos estudios se estableció que la T 514 
produce un efecto tóxico más marcado sobre el hígado, pulmón y riñon 
que la T 544. mientras esta es responsable del daño neurológico 
periférico. Aquellos animales que recibieron la T 514 purificada, 
desarrollaron necrosis centrolobulillar y esteatosis hepática, así como 
lesiones en el riñon y pulmón, sin presentar efectos neurológlcos 
periféricos. Por otra parte con la T 496 solo observaron un marcado 
efecto catártico, 

La determinación de la DL» para la T 514 en diferentes especies 
animales, mostró una curva dosis-respuesta con pendiente muy 
empinada14, lo que indica una variación biológica estrecha17. Los 
efectos citotóxicos aunados a lo abrupto de la pendiente de letalidad, 
permitieron plantear la hipótesis de que de haber toxicidad selectiva 
entre células de origen benigno y maligno, la T 514 podría tener un 
potencial efecto antineoplásico. Fue así como Piñeyro y cois,1' en 
estudios realizados in vitro en diferentes líneas celulares humanas, 
demostraron que la T 514 posee dicho efecto en células neoplásícas de 
pulmón, de colon y de hígado. Estos hallazgos han sido confirmados por 
Investigadores de las Universidades de Berlín y Freiburg (Alemania) y 
recientemente en el Instituto Nacional d e Cáncer (E.U.). Por lo 
anteriormente expuesto, puede considerarse a la T 514 como un 
potencial fármaco antineoplásico, del cual entre otras cosas, es 



necesario obtener más información a c e r c a de su mecanismo de 
acción. 

En este particular, a partir de las observaciones d e la infiltración 
grasa del hígado, se han realizado estudios hlstopatológicos que 
establecen que la T 514 causa una disminución marcada del número de 
peroxisomas en el hígado de ratas (Sepúlveda, S. J . y cois. 1998 
Toxicology Letters; en prensa) y monos Intoxicados experlmentalmente 
(Piñeyro, A. y Sepúlveda, J . com. pers.). En dichos estudios se demostró 
que el número d e peroxisomas disminuye a los pocos minutos de la 
adminstraclón de la T 514. Esto ha sugerido que el mecanismo de acción 
de la T 514 podría estar relacionado con la acción peroxisomal. ya que 
se sabe que algunos tumores malignos tienen un numero escaso de este 
organelo indispensable para la vida celular1'. 

Sepúlveda y cois.20 en estudios efectuados en levaduras 
metilotróficas, han demostrado que la T 514 afecta de manera selectiva 
e irreversible la Integridad de la membrana de los peroxisomas de estas 
células. En cultivos de Candida boidinii así como de Hansenula 
polymorpha en presencia de dosis no letales de T 514, se observó una 
interrupción d e la continuidad de la membrana peroxisomal. 
Observaron también par análisis Inmunocitoquímlco con anticuerpos 
específicos contra la enzima alcohol oxidasa (AO), conjugados con oro 
coloidal, a esta enzima peroxisomal dentro de la vacuola digestiva, lo 
que índica un procesa de autofagia de los peroxisomas dañados. En 
este mismo estudio se reportó, en contraste con lo encontrado In vitro21, 
que la actividad de dos de las enzimas peroxisomales, la catalasa y la 
AO no es afectada por la T 514. 

Este efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal sugiere que 
el peroxisoma sea el organelo blanco de la T 514, y debido d este 
hallazgo se renombró como peroxisomicina Ai . 



Estudios In vltro llevados a c a b o por Moreno y cois . " han 
es tab lec ido q u e la peroxisomicina Ai (y otros compuestos 
antracenonlcos aislados y purificados de especies del género 
Karwinskia) produce Inhibición de tipo no competitivo sobre la catalasa 
hepát ica de tres especies diferentes d e animales, Posteriormente, 
Moreno y cois.22 realizaron estudios in vivo en ratones Intoxicados con 
peroxisomicina Ai y demostraron, tanto por métodos bioquímicos como 
hlstoquímicos, que la peroxisomicina A i no produce inhibición de la 
catalasa hepática. Un resultado similar se observó in situ al incubar 
fragmentos de tejido hepático de ratón en presencia de la toxina. Estos 
resultados demuestran que la peroxisomicina Ai no inhibe la actividad 
de la catalasa en tejido hepático del ratón albino. 

Hasta el momento, la información disponible a c e r c a del 
mecanismo de acción de la peroxisomicina Ai indica que el peroxlsoma 
es el organelo blanco tanto en levaduras coma en hígado de ratas y 
monos, 

1.1 Peroxisomas 

1.1.1 Introducción 

Los peroxisomas son organelos que fueron descritos por primera 
vez a principios de los años 50 en células del túbulo contorneado de 
riñon de ratón por medio de microscopía electrónica e inicialmente se 
les llamó microcuerpos, ya que no se les había asociado a ninguna 
actividad bioquímica33,34. Posteriormente, De Duve y cois." los llamaron 
peroxisomas al demostrar que en estos organelos se produce peróxido 
de hidrógeno. Esto ocurre al actuar un grupo de oxldasas (que utilizan el 
oxigeno molecular) sobre diversos substratos (vía respiratoria 
peroxisomal). 



Los peroxlsomas están distribuidos ampliamente en células 
eucariotas. las cuales se caracterizan por la campartamentalizaclón de 
rutas y procesos bioquímicos25. 

1.1.2 Función 

Las diversas funciones de estos organelos incluyen procesos de 
fotorespiración en las plantas24, en el metabolismo del colesterol en 
mamíferos2*'", biosíntesls de penicilina en hongos filamentosos", 
metabolismo de compuestos con un átomo de carbono ( C l ) en 
levaduras25. El contenido enzimàtico de los peroxisomas puede variar 
según la especie y dentro de una misma especie, de tejido a tejido, en 
donde llevan a cabo tanto procesos oxidativos como blosintéticos. Las 
funciones más importantes de los peroxisomas en células eucariotas 
superiores son, entre otras: el metabolismo del peróxido de hidrógeno, la 
p-oxldaclón tanto de ácidos grasos de cadena larga (AGCL) como de 
ácidos grasos de cadena muy larga (AGCML), la biosíntesis de ácidos 
biliares y plasmalógenas, el catabolismo de purinas y algunas reacciones 
del metabolismo del colesterol2*. 

1.1.3 Morfología 

Los peroxisomas son de forma esférica o ligeramente elíptica con 
diámetro que varía desde 0.1 a 1 îm. Están rodeados por una sola 
membrana, cuyo grosor es más pequeño (7 nm) comparado con el de 
las membranas de otros organelos30. La membrana rodea a una matriz 
electrodensa finamente granular, Estudios inmunocitoquímicos han 
revelado que las enzimas de la matriz no se distribuyen uniformemente, 
lo que sugiere que la matriz posee algún grado de organización 
estructural que además depende de la especie31. Por ejemplo, en los 
peroxisomas de hígado de rata los cristaloides consisten de urato 
oxldasa32,35, y los de algunas levaduras metilotróflcas consisten de AO34. 
En otras especies, como en el hombre, los peroxisomas no presentan 



cristales ya que carecen de esas enzimas. Los peroxlsomas de células del 
túbulo contorneado proximal del rlñón de especies como el conejo, 
contienen una estructura electrodensa. aplanada, localizada en la 
periferia del organelo adyacente a la membrana, y recibe el nombre de 
placa marginal; se desconoce su composición bioquímica35. 

1.1.4 Aislamiento y Propiedades Físicas 

El método más utilizado para la obtención d e la fracción 
peroxisomal combina dos tipos de técnicas: la centrifugación diferencial 
clásica, técnica rápida y sencilla para la separación de diferentes 
fracciones a partir de un homogeneizado y la sedimentación en 
equilibrio zonal que permite la separación más eficiente de partículas 
de acuerdo a su coeficiente de sedimentación, densidad y forma34. 
Para esta última técnica se utilizan gradientes de un determinado soluto, 
los más utilizados son: la sacarosa, metrizamida, Nicodenz y el Percoll37. 
Las propiedades físicas de los peroxlsomas que han sido establecidas 
bajo diferentes condiciones son: 1) peso seco promedio de 24 fg (24 X 
10'15g), 2) densidad (en seco) promedio de 1.32 g/cm3 y 3) coeficiente 
de sedimentación (en sacarosa 0.25 M) de 4,400 S25. 

1.1.5 Biogénesis 

Actualmente existe un consenso general de que estos organelos 
se originan por fisión de peroxisomas preexistentes en la célula (fig. 1). 
Debido a que estos organelos no contienen su propio ADN, todas las 
proteínas peroxlsomales tanto de matriz como de membrana, son 
sintetizadas en ribosomas libres del citoplasma y enseguida son 
Incorporadas post-traducclonalmente hacia los peroxisomas ya 
existentes3*. 
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Figura 1. Modelo de Biogénesis Peroxisomal (Lazarow and Fujiki, 1985). 

1.1.6 Recambio y Degradación Peroxisomal 

La autofagia -como una forma de degradación y recambio de 
componentes intracelulares- es un fenómeno general en las células 
eucariotas, bajo condiciones fisiológicas normales, pero es 
especialmente evidente en células bajo condiciones de estres39. Hasta el 
momento, se cree que los peroxisomas son destruidos de manera 
aleatoria por autofagia, ya que han sido observados dentro de 
autofagosomas, en mamíferos, y en vacuolas autofágicas, en 
levaduras35,40. Los peroxisomas de los hepatocitos tienen una vida media 
de aproximadamente 4 días4', y el tiempo de degradación es 
aproximadamente de 4 min., lo que es considerablemente más corto, 
comparado con el tiempo de degradación de las mitocondrias (16 
min.). 

El proceso de degradación peroxisomal en levaduras ha sido 
ampliamente estudiado en Hansenula polymorpha. Durante la fase de 
crecimiento exponencial de este organismo el proceso de autofagia no 
es común. Sin embargo, al cambiar las células bajo condiciones de 
Inducción de peroxisomas a condiciones no Inducidas, los peroxisomas 
son rápidamente degradados por un proceso de degradación 



autofáglca dependiente de energía40. Durante este proceso, los 
peroxlsomas son secuestrados del citosol por membranas pre-
autofáglcas que rodean estrechamente al organelo. Posteriormente, 
ocurre una fusión entre el peroxlsoma secuestrado y la vacuola 
digestiva; ésta última proporciona las enzimas hidrolíticas para la 
degradación. Bajo estas condiciones, el tiempo de recambio de un solo 
peroxlsoma, es de 30 a 45 mln. 

1.1.7 Enfermedades Peroxisomales 

En el humano, existen enfermedades genéticas que involucran a 
los peroxisomas. Este grupo de enfermedades hereditarias se denominan 
enfermedades peroxisomales, y dependiendo de los trastornos clínicos y 
bioquímicos que producen se pueden dividir en desórdenes que se 
caracterizan por i) defectos en la biogénesis peroxlsomal y ii) aquellos en 
los que los peroxlsomas se encuentran presentes e Intactos pero son 
deficientes en una o más funciones peroxisomales"-43. El primer grupo 
está compuesto de varios síndromes cuya característica fundamental es 
la ausencia total de peroxisomas (Síndrome de Zellweger o síndrome 
cerebro-hepato-renal y la enfermedad Infantil de Refsum. entre otros); o 
la disminución marcada en el tamaño y número de los peroxisomas en 
células del hígado y riñon (Adrenoleucodistrofia neonatal). En el 
segundo grupo se encuentran enfermedades relacionadas con 
defectos enzimáticos específicos (Adrenoleucodistrofia ligada a X, 
Acatalasemla, entre otras). De todas, la mejor estudiada y caracterizada 
es el síndrome de Zellweger. Los pacientes afectados, generalmente 
mueren durante las primeras semanas o meses después del nacimiento. 
Los peroxisomas no son detectables por microscopía electrónica, Las 
anormalidades bioquímicas que acompañan a la ausencia de 
peroxlsomas incluyen entre otras: acumulación de AGCML disminución 
de los niveles de plasmalógenos y aumento en los niveles de ácido 
pipecólico. 



A raíz del descubrimiento de las enfermedades peroxisomales, se 
ha Intensificado la búsqueda de un organismo modelo que aporte 
Información valiosa sobre la función y biogénesis peroxisomal. Las células 
de levadura constituyen tal modelo para dichos estudios debido a que 
combinan una serle de ventajas, entre las que se incluyen: facilidad 
para obtener grandes cant idades d e biomasa en substratos 
económicos (metano!), c a p a c i d a d d e inducir la proliferación 
peroxisomal y composición proteica bajo condiciones de cultivo en 
substratos específicos" y la accesibilidad para desarrollar estudios de 
genética clásica y molecular49. 

1.2 Hansenula polymorpha 

1.2.1 Inducción Peroxisomal 

Hansonula polymorpha. una levadura ascosporogénica 
metilotrófica (utiliza el metanol como fuente de carbono y energía), es 
uno de los organismos más utilizados en la actualidad para el estudio de 
la función y biogénesis peroxisomal. 

En base al amplio conocimiento sobre las condiciones de cultivo 
de H. polymorpha, se han logrado establecer en forma precisa las 
mejores condiciones para la obtención del máximo nivel de inducción 
peroxisomal, así como la Inducción de enzimas específicas4*47-46. La tabla 
1 muestra el análisis morfométrlco de peroxisomas en H, polymorpha, 
bajo diferentes condiciones de cultivo, 



TABLA 1 

ANALISIS MORFOMETRICO (NUMERO Y FRACCION DE VOLUMEN) DE PEROXISOMAS EN 
Hansenula patymorpha EN RELACION A LAS CONDICIONES DE CULTIVO. 

Cuittvo* liquido! 
Fuente de C Fuente de N Número de 

peroxisomas promedio 
Fracción de 
volumen 
peroxisomal 

glucosa sulfato de amonio 0.05 0.10 
etanol sulfato de amonio 0.20 i oo 
glicorol sulfato de amonio 0.70 » IU 
metanol sulfato de amonio 0.90 1990 
glucosa meti amina 0.40 2.30 

Cultivo QUmlostaflco 
Fuente de C Fuente de N D Número de 

peroxisomas promedio 
Fracción de 
volumen 
peroxisomal 

metanol sulfato de amonio 0.16 2.56 34.10 
metano! sulfato de amonio 0.10 2.76 37.00 
metanol sulfato de amonio 0.03 261 48.40 

ti análisis mortometrico se llevo a cobo en cortes uitrannos de células Piadas con KMny4. ti número 
de peroxscmas se empresa como el nOmeio de peroxisomas promedio por corte. Veenhuis y cois.. 
1990. 

Para llevar a cabo estos estudios, las células se pre-cultivaron en 
medio con glucosa y posteriormente se Incubaron en medios con 
diferentes fuentes de carbono y/o energía. Para los cultivos bajo 
condiciones quimiostátlcas (metanol como substrato limitante), las 
células previamente p re-cultivad as, se incubaron en 2 litros de medio 
con glucosa y se cultivaron hasta la fase estacionaria. Después se 
adicionó medio con metanol a diferentes velocidades de dilución (D): 
320 mL/hr., 200 mL/hr, y 60 mL/hr.. La fracción de volumen o densidad de 
volumen peroxlsomal (porcentaje del área peroxlsomal en los cortes en 
relación al área total del citoplasma), se estimó por la técnica de 
conteo de puntos e intersecciones de Welbel y Bolender49. Se demostró 
que bajo condiciones quimlostáticas, los peroxisomas pueden ocupar 
hasta el 80 % del volumen citoplasmático44. 

Otros substratos que inducen proliferación peroxlsomal en este 
organismo son el etanol, aminas primarias, D-amlnoácidos y purinas44-47. 



Los peroxlsomas Juegan un papel fundamental durante el cultivo 
de las células bajo estas condiciones debido a que contienen las 
enzimas c lave del metabolismo de esos substratos. En la tabla 2 se 
muestran los diferentes substratos de crecimiento que Inducen la 
proliferación de peroxlsomas y las enzimas inducidas. 

TABLA 2 

SUBSTRATOS QUE INDUCEN LA PROLIFERACION DE PEROXISOMAS Y ENZIMAS INDUCIDAS 
EN Hansenuta polymorpha. 

Substrato Enzimas peroxisomal©« 
Fuente de carbono 

etanol tóocttiafo "osa 
m a lato sfntasa 

metanol 
alcohol oxidasa 
dlhidroxlacetona s'nfasa 
catalosa 

Fuente cte nitrógeno 

ácido úrico uro to oxidasa 
catolasa 

(mjetilaminafcoina amina oxldasa 
catolasa 

D-o lonin o/D-metlonina O-aminoácido oxidas a 
catalasa 

Veenhuis, M. Yeast microboQies (1988). lesls Doctoral. UncversKdad de Groningen. Holanda 

1.2.2 Análisis Molecular y Genético 

Aunado a los estudios fisiológicos, bioquímicos y ultraestructurales, 
los estudios de genética clásica y molecular, han permitido la obtención 
de mucha información sobre la función y biogénesis peroxisomal en H. 
polymorpha. Algunas de las técnicas que han sido estandarizadas para 
este organismo incluyen: técnicas de transformación49-51,técníca$ para el 
aislamiento e identif icación d e mutantes; técn icas para el 
apareamiento, esporulaclón, análisis de esporas al azar, disección de 
tétradas y análisis de complementación83. 



La disponibilidad d e estas técnicas, además del amplio 
conocimiento sobre las características fisiológicas, bioquímicas y 
morfológicas de H. polymorpha, han contribuido a que se utilice esta 
levadura como modelo para el presente trabajo. 

1.3 Antecedentes Experimentales 

Sepúlveda y cois20 demostraron que la peroxisomicina Ai afecta 
de manera selectiva e Irreversible la Integridad de la membrana 
peroxlsomal de células de levadura. Después de Incubar las células en 
presencia de una dosis no letal de peroxisomicina Ai, las células 
mostraron deficiencias en las funciones específicas peroxisomales, ya 
que el crecimiento en metanol cesó casi inmediatamente. A los 30 min., 
se observó daño sobre los peroxisomas, caracterizado por interrupción 
en la continuidad de su membrana; como consecuencia las proteínas 
de matriz se fugaron hacia el citosol. Estos resultados son de particular 
interés, debido a que. i) no se tienen reportes, hasta el momento, de 
compuestos que inducen efecto parecido, li) el daño sobre la 
membrana peroxisomal, podría explicar la toxicidad selectiva in vitro de 
la peroxisomicina Ai, sobre células neopláslcas17 ya que existen varios 
reportes de que algunas células malignas contienen menor número de 
peroxisomas" y iii) los defectos en la función peroxlsomal inducidos 
específicamente por la peroxisomicina Ai, en células de levadura, 
representan un atractivo modelo experimental para el estudio de la 
biogénesis y función peroxisomal. En relación a esto último, es importante 
mencionar que existen varios grupos de Investigación que han estado 
estudiando el Impacto que pudiera tener el conocimiento d e las 
deficiencias en la función peroxisomal en células d e levadura, en 
analogía con las enfermedades peroxisomales, descritas anteriormente, 
Estos grupos de investigadores han combinado esfuerzos para aislar y 
caracterizar células de diferentes especies de levaduras (S. cerevislae w 

H. polymorpha P. pastoris M), deficientes en peroxisomas, por medio 
d e proced imientos d e mutagénesls c o n A/-metII-A/'-nltro-N-



nltrosoguanldina". Las cepas mutantes d e H. polymorpha han sido 
obtenidas en base a la Incapacidad que presentan las células para 
utilizar el metanol (células mutantes Mut") como única fuente de 
carbono. Van der Kiel y cois.*4 han establecido que la Incapacidad de 
estas células para crecer en metanol se debe, principalmente, a la 
ausencia de la membrana peroxisomal Intacta. Es decir, la presencia de 
peroxisomas intactos es esencial para el metabolismo eficiente del 
metanol, 

La Información disponible hasta este momento a ce r ca del 
mecanismo de acción de la peroxisomlclna Ai Indica que el peroxisoma 
es el organelo blanco tanto en levaduras como en hfgado de ratas y 
monos. 



1.4 Hipótesis de Trabajo y Objetivos 

1.4.1 Hipótesis de Trabajo 

"Si el daño producido por la peroxlsomlclna Ai sobre ia integridad 
peroxisomal a una dosis no letal fuera irreversible, sería posible obtener 
células con disfunción peroxisomal". 

1.4.2 Objetivos Generales 

1. Establecer las condiciones óptimas de cultivo para determinar la fase 
de crecimiento en ía cual las células de levadura contengan un solo 
peroxisoma. para evaluar el efecto de la peroxlsomlclna Ai. 

2. Incubar células con una dosis no letal de peroxlsomlclna Ai y aislar las 
células Incapaces de crecer en metanol. 

3. Evaluar la función de los peroxlsomas de las células aisladas. 

1.4.3 Objetivos Específicos 

1. Estudiar la cinética de crecimiento celular en medio de cultivo con 
metanol. 

2. Analizar ultraestructuraímente a las células a diferentes tiempos de 
cultivo, para establecer el tiempo de inducción peroxisomal de 
Interés para el estudio. 

3. Incubar células con una dosis no letal de peroxisomíclna Ai en la fase 
de inducción establecida. 

4. Aislar las células Incapaces de crecer en metanol. 
5. Evaluar la Integridad de los peroxisomas de las células por 

microscopía electrónica y ensayos bioquímicos. 



CAPITULO 2 

MATERIAL Y METODOS 

2.1 Material Biológico 

Se utilizaron las siguientes cepas de levadura: 
Hansenuta polymorpha cepa CBS 4732 
Hansenula polymorpha oepo NCYC leu 1-1 
Hansenu/a polymorpha cepa NCYC adellmetó 

La peroxisomicina Ai de K. parvifoHa se aisló y purificó en el 
laboratorio de extracción del Departamento de Farmacología y 
Toxicología de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. 

2.2 Equipo y Reactivos 

Las substancias se pesaron en balanzas analíticas Mettler P1200 y 
Mettler PJ360 DeltaRange. El pH de las soluciones y medios de cultivo se 
determinó en un pHmetro Hanna Instruments 8417. Los electrodos y las 
soluciones de calibración se obtuvieron de Beckman, 

Los cultivos se realizaron en una incubadora New Brunswick 
Scientific con temperatura y agitación controlada, a 37°C y a 200 r.p.m., 
respectivamente. Las placas de agar se Incubaron en una incubadora 
estática a 37°C. 



La densidad óptica de los cultivos se determinó en un fotómetro 
Meyvis Vítatron MCP, y se midió la absorbancia a una longitud de onda 
de 660 nm (DO^o). La concentración de metanol en el medio de cultivo 
se determinó por cromatografía de gases en un Cromatógrafo Hewlet 
Packard modelo 437. 

Para la obtención de extracto libre de células, se utilizó una 
centrifuga Eppendorf 5415C, La actividad enzlmática de AO (EC 
1.1.3.13) y la d e catalasa (EC 1.11.1.ó) se determinó en un 
epectrof otó metro Hitachi modelo 100-60. Se utilizaron celdas de cuarzo 
de 1 cm de paso de luz y de 3 m i de volumen. 

Las soluciones para procesar las muestras para microscopía 
electrónica de transmisión (MET) se prepararon dentro de una campana 
de extracción. Las muestras se deshidrataron en un horno de 
microondas Bio-rad H250Q. Los cortes finos se obtuvieron en un 
ultramlcrotomo LKB Ultratome III tipo 8802A, con cuchilla de diamante 
(DIATOME). Los cortes se montaron en rejillas de cobre y se examinaron 
en un microscopio electrónico de transmisión (ME) Philips EM30Q. 

La resina epóxica se obtuvo de Serva Boehringer y la resina acrillca 
(Lowicryl-K4M) de Polysclences Ltd. Los anticuerpos policlonales ant¡-AO 
se obtuvieron de conejos Inmunizados en el laboratorio de Inmunología 
de la Universidad de Groningen y los conjugados de oro coloidal de 
Amersham, 

2.3 Método de Cultivo 

2.3.1 Cultivo Primario y Pre-cultivo 

Para el cultivo primario, se tomó una colonia de células de 
Hansenula poíymorpha cepa CBS 4732 aislada de una placa de agar 
VPD (ver apéndice A), se inoculó en 200 mL de YPD líquido, y se cultivó 



durante 16 hrs. El pre-cultlvo se realizó de la manera siguiente: se transfirió 
una alícuota del cultivo primarlo a un matraz con 100 ml_ de YND y se 
determinó la D O ^ p a r a Iniciar el cultivo con una masa celular inicial 
equivalente a 0.1 DO^/mL de cultivo. Después de 6 hrs. de cultivo (DO^ 
de 1.0/mL, que corresponde a la fase de crecimiento exponencial 
media), se transfirió una alícuota de este cultivo con una D O ^ de 0,1/mi 
a un matraz con 100 mi de YND y se Incubó hasta la fase de crecimiento 
exponencial. Este procedimiento se repitió una vez más para obtener el 
pre-cult¡vo. Independientemente de los substratos utilizados, todos los 
cultivos líquidos (no quimiostátlcos), se Iniciaron con una D O ^ de 0.1/mL. 

2.3.2 Cultivos bajo Condiciones de Inducción de la Proliferación de 
Peroxisomas 

Para la Inducción de la proliferación de peroxisomas, las células 
previamente pre-cultivadas en glucosa se transfirieron a uno de los 
siguientes medios inductores: YNM, YNMe, YNE, para realizar cultivos 
líquidos. 

Debido a que el crecimiento de las células en cultivos líquidos no 
se encuentra completamente en condiciones de equilibrio, se realizaron 
cultivos quimlostáticos. 

En el cultivo quimlostático la energía y la materia son 
transformadas continuamente y todos los parámetros físicos, químicos y 
matemáticos que definen el contenido del termentador se mantienen 
constantes durante cada estado de equilibrio. Entre estos parámetros se 
incluyen la energía y entropía, la concentración de substratos en el 
medio y la blomasa, la composición y concentración de blomasa, el 
número, tamaño y edad de las células, así como el tiempo de 
generación celular. El estado de equilibrio puede perderse al cambiar la 
composición del medio, la velocidad de dilución (D) o la temperatura. 
Cualquier cambio en las condiciones de cultivo provoca la pérdida del 



estado de equilibrio. En respuesta, las células tienden a adaptarse a esos 
cambios y establecen un nuevo estado de equilibrio. Este último se 
alcanza después de un tiempo durante el cual las células se encuentran 
en una etapa denominada estado de transición. 

En el cultivo qulmlostátlco, se puede mantener a las células en 
condiciones lo más parecido a su hábitat natural y se puede evaluar su 
comportamiento bajo condiciones en las cuales el substrato se 
administra en forma continua y limitada, obteniéndose la máxima 
inducción de proliferación de peroxisomas. En estas condiciones los 
peroxlsomas pueden ocupar hasta un 80 % del volumen citoplasmático. 

Para realizar el cultivo qulmlostátlco, una alícuota de células pre-
cultivadas en YND se transfirió al reservorio del termentador con 2 litros 
de MM. Se adicionó YND (con glucosa al 0,25 %. como substrato 
limitante), a una velocidad de dilución de 200 mL/min. (D= 0.1 hrs."1). Las 
células se incubaron hasta el estado de equilibrio y enseguida se 
adicionó una mezcla de YND/YNM (YND con glucosa al 0.25 % y YNM 
con metanol al 0.30 %: el metanol se utilizó como un segundo substrato). 

2.3.3 Determinación de la Fase de Crecimiento Optima de H. 
po/ymorphapara el Estudio del Efecto de la Peroxisomicina Ai 

Para estudiar el efecto de la peroxisomicina Ai, se determinó la 
fase de crecimiento en la cual las células presentaron solamente un 
peroxlsoma, Se tomaron alícuotas de células previamente pre-cultivadas 
y se incubaron en varios matraces con 100 mL de YNM. Los cultivos se 
agitaron y se obtuvieron muestras de estos cultivos a las 2, 4, 6 y Q hrs. 
para el análisis ultraestructural por MET y hasta las 24 hrs. para el análisis 
de la cinética de crecimiento celular, 



2,3.3.1 Evaluación de la Fase de Crecimiento Optima. 

2.3.3.1.1 Análisis Ultraestructural. Las muestras para MET se fijaron en 
KMnO< al 1.5 %, se contrastaron en bloque con acetato de uranilo al 1 % 
por 1 hr. y se deshidrataron en una serle graduada de etanol al 50. 70, 96 
y 100 % en un horno de microondas. Las muestras deshidratadas se 
procesaron hasta su inclusión en resinas epóxicas (ver apéndice B). Se 
obtuvieran cortes finos y se observaron en el ME para evaluar la 
ultraestructura de las células. 

2.3.3.1.2 Análisis de la Cinética de Crecimiento Celular. Para 
analizar la cinética de crecimiento celular, se midió la DOa<,0 de las 
muestras obtenidas a diferentes tiempos de cultivo. Los valores de D O ^ 
y tiempo se almacenaron en el programa de computadora Microsoft 
Excel 5.0 para Macintosh. Se elaboraron curvas para evaluar la cinética 
de crecimiento d e las células en medio de cultivo con metanol (ver 
apéndice A). 

2.3.4 Estudio del Efecto de la Peroxisomicina Ai sobre Células de 
H. polymorpha 

2.3.4.1 Cultivos con una Dosis no letal de Peroxisomicina Ai 
Para realizar estos experimentos se tomó como referencia el 

trabajo publicado por Sepúlveda y cois.19 en el que se demostró que la 
supervivencia de las células de levadura es a fec tada de manera 
drástica, a i incubar las células en presencia d e una dosis de 
peroxisomicina Ai de 10 ng/ml y mayores (20 y 50 ng/ml). Con dosis 
menores, se observó una supervivencia del 60 al 90 %. Por lo anterior, en 
el presente trabajo se utilizó una dosis de peroxisomicina Ai de 5 ng/ml. 

Se inoculó una alícuota de células pre-cultivadas de H. 
polymorpha en 100 m i de YNM a una DO660 inicial de 0.1/mU y se 
cultivaron durante 6-7 hrs. Después de este tiempo las células se 



centrifugaron, se eliminó el sobrenadante, se lavaron con MM sin 
substrato y se resuspendleron en el mismo medio a una D O ^ 1.0/mL. Se 
obtuvo una muestra del cultivo como control (sin peroxisomlclna Ai) y el 
resta de las células se Incubaron en presencia de 5 jig/mL de 
peroxisomlclna Ai (cultivo problema). Se obtuvieron dos muestras del 
cultivo problema a los 60 y 120 min. 

2.3,4.2 Evaluación del Efecto de la Peroxisomlclna Ai sobre los 
Peroxisomas de Hansenu/apoíymorpha. 

Se obtuvieron muestras del cultivo control sin toxina y del cultivo 
problema y se procesaron para MET. Se analizó la ultraestructura de las 
células para evaluar el efecto producido por la toxina sobre los 
peroxisomas, 

Simultáneamente, las muestras del cultivo control y cultivo 
problema se diluyeron en MM y se sembraron en 10 placas de agar con 
metanol (agar YNM) y 10 placas de agar con glucosa (agar YND). Las 
placas se Incubaron a 37°C durante 3-5 días. Transcurrido ese tiempo, se 
analizó la capacidad de las células que estuvieron en presencia de 
peroxisomlclna Ai. para crecer en esos substratos (glucosa o metanol). 

2.3.5 Aislamiento de Células con Disfunción Peroxisomal. 

Para aislar células con disfunción peroxisomal, se tomaron como 
referencia los hallazgos obtenidos por van der Klel y cois.5*. En ellos se 
establece que la presencia de peroxisomas intactos son esenciales para 
el metabolismo eficiente del metanol. Lo anterior sugiere que si se 
dañara al único peroxlsoma presente en la célula, podría tener severas 
consecuencias sobre la capac idad de las células para crecer en 
metanol, 

Las células Incapaces de crecer en metanol se aislaron por medio 
de la técnica de replicación en placas de agar. Esta consiste en la 



transferencia de colonias perfectamente separadas unas de otras de 
una placa de agar a otra por medio de una felpa que se coloca sobre 
un soporte. Esta técnica permite evaluar simultáneamente el 
crecimiento de las mismas colonias en diferentes substratos ya que se 
conoce la posición exacta de cada una de ellas. 

Las muestras control sin toxina y las muestras de los cultivos 
problema obtenidas a los 60 y 120 mln. se diluyeron para obtener entre 
100-500 colonias por placa. Las diluciones se realizaron de acuerdo al 
siguiente cálculo: una alícuota de un cultivo de Hpolymorpha con una 
DO660 de 0.1 /mL contiene aproximadamente 1.4X107 células/mL. Se 
realizaron tres diluciones diferentes y de cada dilución se sembró 0.1 mL 
por placa de agar. Se sembraron 20 placas de agar YND y 20 de agar 
YNM. 

Las placas se incubaron durante 2-3 días a 37°C y las colonias 
formadas en las placas YND se replicaron en agar YNM. Estas últimas 
placas se incubaron junto con las placas YND originales. Después de 3 a 
5 días de cultivo, se revisaron las colonias en las placas de agar YND y se 
cotejaron con las colonias en las placas de agar YNM para Identificar 
cotonías incapaces para crecer en metanol. Estas colonias se 
seleccionaron de las colonias correspondientes en las placas con 
glucosa y se aislaron para evaluar si efectivamente presentaban 
incapacidad para crecer en metanol. Las colonias incapaces para 
crecer en metanol se seleccionaron y se aislaron para su 
caracterización. 

EL procedimiento descrito anteriormente se realizó con la finalidad 
de aislar células Incapaces de crecer eficientemente en metanol, 
comparadas con las células control sin toxina y se consideró que podrían 
representar células con probable disfunción peroxisomal. Para una 
Identificación adecuada, estas células se denominaron como células 
experimentales tipo I (células CEI). 



2.4 Evaluación de la Función Peroxisomal en las Células CEI 

Para evaluar la función de los peroxisomes de las células CEI, se 
realizaron los siguientes análisis: 

« Ultraestructural 
• Fisiológico 
• Bioquímico 
• Citoquímlco e Inmunocitoquímico 
• Utraestructural, Bioquímico e Inmunocitoquímico bajo 

Condiciones Quimlostátlcas. 

En todos los casos, las células se pre-cultivaron y posteriormente se 
transfirieron a medios de cultivo bajo condiciones de inducción 
peroxisomal. En algunos casos las células se cultivaron en medio YND (no 
Inductor peroxisomal). 

2.4.1 Análisis Ultraestructural 

Se analizaron por microscopía electrónica las diferencias 
ultraestructurales de los peroxisomas de las células CEI y las células 
control durante la adaptación al cambio de un medio no inductor de 
peroxisomas a un medio inductor. Principalmente se hizo énfasis en la 
morfología (tamaño, forma, e integridad de la membrana) y número de 
peroxisomas. 

Se pre-cultivaron células control y células CEI en YND y 
posteriormente se transfirió una alícuota de estas células a medio YNM 
líquido. Los cultivos se iniciaron con una DO,^ de 0.1 /mL. Se obtuvieron 
muestras de ambos cultivos a las 4, 8, 12, 24 y 48 hrs. y se procesaron 
para MET. 



2.4.2 Análisis Fisiológico 

Para el análisis fisiológico se realizaron cultivos líquidos en medios 
selectivos para evaluar la capac idad de las células para utilizar 
substratos que requieren la presencia de enzimas peroxisomales. 

2.4.2.1 Análisis de la Capacidad de Utilización de Metanol. 
Se transfirieron células control y células CEI pre-cultivadas, a un medio 
YNM líquido, se obtuvieron muestras a diferentes tiempos de cultivo y se 
midió la DO^ , Simultáneamente, se determinó la concentración de 
metanol en el medio de cultivo por cromatografía de gases. Se obtuvo 
una alícuota de 2 mL. se colocó en un tubo Eppendorf y se centrifugó a 
10,000 r.p.m. durante 5 min. Se tomó del sobrenadante un volumen de 
1.8 a 1.5 mL y se sometió a centrifugación durante 15 mln. a 10,000 
r.p.m.. Posteriormente se tomó del sobrenadante de 1.4 a 1.5 mL y se 
mantuvo a 4°C hasta su análisis. Para la cuantificación de la 
concentración de metanol se utilizaron las siguientes soluciones estándar 
de metanol (v/v): 0.50 %, (125 mM), 0.40 % (100 mM), 0.30 % (75 mM), 0,20 
% (50 mM), 0.10 % (25.00 mM) y 0,05 % (12.50 mM), 

Se graficaron los valores d e DOÓ¿0< tiempo de cultivo y 
concentración de metanol para la obtención de curvas. Por medio de 
las curvas se evaluó la cinética de crecimiento celular y la capacidad 
de las células para utilizar el metanol como única fuente de carbono y 
energía. 

2.4.2.2 Análisis de la Capacidad de Utilización de Glucosa, Etanol, 
Metllamlna y Glicerol, 

Se efectuaron los procedimientos ya descritos en la sección 2.4.2.1, 
excepto que Jas células pre-cultivadas se Incubaron en los siguientes 
medios de cultivo: YND, YNE, YNMe y YNG. 



2.4.3 Análisis Bioquímico 

Para evaluar parcialmente la función bioquímica peroxisomal se 
determinó, en extracto libre de células, la actividad enzimática de dos 
enzimas peroxisomales: AO y catalasa. 

Para la obtención del extracto libre de células, se realizaron 
cultivos de células control y células CEI, bajo condiciones de inducción 
peroxisomal (en medio YNM líquido). Se obtuvo un volumen de cultivo 
con una densidad equivalente a 75 unidades de D O ^ m L se centrifugó, 
se eliminó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 1 mL de 
amortiguador de fosfatos 40 mM. pH 7.0, se co locó en un tubo 
Eppendorf y las células se sometieron a lisls con perlas de vidrio (de 0.5 
mm diámetro, prelavadas con ácido), por agitación en un vortex a 
máxima velocidad por 7 veces durante 45 seg, La suspensión se 
mantuvo a 4aC durante 1 min. entre c a d a agitación. Para separar los 
restos celulares se centrifugó por 20 min. a 15,000#. Posteriormente se 
determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford". 
La actividad de AO se determinó por el método de Verduyn y cois.58 y la 
actividad de catalasa por el método de LückM. 

2.4.4 Análisis Citoquímico e Inmunocitoquímico 

Para evaluar la actividad y localización sub-celular de la enzima AO. en 
las células CEI se obtuvieron esferoplastos y se analizaron por métodos 
citoquímicos e inmunocltoqiuímicos. 

2.4.4.1 Obtención de Esferoplastos. 
La obtención de esferoplastos se llevó a c a b o a partir de una 

alícuota del cultivo con una densidad equivalente a 20 unidades de 
D C W m L . Las células se incubaron con p-mercaptoetanol 0.2 M en 
sorbitol 3 M (amortiguador A; ver apéndice B) durante 10 min. a 
temperatura ambiente y se centrifugaron, se eliminó el sobrenadante y 
las células se lavaron en amortiguador de sorbitol 3 M, se centrifugaron. 



el botón celular se resuspendió en amortiguador d e sorbitol 3 M 
adicionado con 1 mg/ml de zimoliasa (amortiguador B) y las células se 
incubaron a 37°C durante 30 a 60 min. Se observó al microscopio de luz 
la formación de esferoplastos y el proceso se detuvo al colocar la 
suspensión en hielo. 

2.4.4.2 Análisis Citoquímico: Método del Tricloruro de Cesio 
(Veenhuis y cois 1976). 

Para el análisis citoquímico los esferoplastos se fijaron en glutaraldehído 
al 0,1 % en solución de cacodllato de sodio 0.1M (solución C; ver 
apend lce B), se lavaron con amortiguador de sorbitol 3 M y se 
resuspendieron en glutaraldehído al 6 % en solución C, se lavaron con 
amortiguador Tris-HCI a pH 8, y se Incubaron con tricloruro de cesio 
(CeCl3) 5 mM en presencia de 50 mM de amlnotrlazol. Posteriormente se 
lavaron y se incubaron en un volumen de la misma solución adicionada 
con 50 mM de metanol, a 37°C durante 2 hrs. Se cambió el medio c a d a 
hora y la solución se oxigenó. Los esferoplastos se lavaron con solución C 
a pH 6, y se fijaron en glutaraldehído al ó % en solución D. Se post-fijaron 
con mezclas de tetraóxldo de osmio al 0.5 % y dlcromato de potasio al 
2.5 % en solución D y se deshidrataron e incluyeron por el método 
descrito para MET. 

2.4.4.3 Análisis Inmunocitoquímico: Método de la Proteína A-oro 
Coloidal (Slot y Geuze 1984). 

Los esferoplastos se fijaron en glutaraldehído al 3 % en solución C, se 
lavaron c o n Nal04 al 0.1 % y en seguida con NH^CI al 1 %, se 
resuspendieron en alcohol al 50 % y se centrifugaron por 15 min.. Para la 
pre-inclusión las muestras se co locaron en soluciones de N,N 
dimetilformamida (DMF) al 50, 75 y 100 % en etanol al 50 %, y luego en 
mezclas de DMF:Lowlcryl-K4M y la Inclusión se realizó en Lowlcryl-K4M. La 
polimerización de la resina se efectuó bajo luz ultravioleta, Se obtuvieron 
cortes finos y se montaron en rejillas de níquel con soporte de Formvar. 
Se bloquearon los sitios de unión inespecífica con albúmina sérica 



bovina (BSA) y los cortes se incubaron con anticuerpos específicos anti-
AO, se lavaron en amortiguador PBS-glicina, después se incubaron con 
la proteína A-conjugada con partículas de oro coloidal de 15 nm de 
diámetro, se lavaron y se contrastaron con acetato de uranilo al 1 %. 

2.4.5 Análisis Utraestructural, Bioquímico y Citoquímico e 
Inmunocitoquímico bajo Condiciones Quimiostáticas. 

Para caracterizar a fas células CEI bajo condiciones de máxima 
inducción peroxisomal, se incubaron en un cultivo quimlostático (ver 
sección 2.3.2) 

Se obtuvieron muestras de este cultivo para realizar los siguientes 
análisis: 

• Ultraestructural de las células completas y de esferoplastos 
• Citoquímico e inmunocitoquímico de esferoplastos 

Simultáneamente se realizó la determinación de la actividad de 
las enzimas AO y catalasa en extracto libre de células y la determinación 
de la concentración de glucosa y de metanol residual en el medio de 
cultivo. 

2.5 Aislamiento y Caracterización de Células de H. polymorpha leul-1 
con Disfunción Peroxisomal. 

Para contar con un modelo biológico eucariote que presente 
disfunción peroxisomal inducida por la peroxlsomiclna Ai y que permita 
caracterizar a nivel molecular el mecanismo de la Interacción toxina-
peroxisoma, se realizó la misma estrategia experimental establecida en 
las secciones de la 2.3.4 a la 2.5, excepto que se utilizaron células de H. 
poíymorpha con un marcador auxotrófico (/eu 1-1). Las células que 
presentaron disfunción peroxisomal después d e la eva luac ión 
morfológica, bioquímica y funcional, se denominaron células 
experimentales tipo II (células CEU) para diferenciarlas de las células CEI. 



2.5.1 Análisis Genético 

Para valorar si la disfunción peroxisomal que presentaban las 
células CEI y las células CEU se debía a un defecto genético, se 
realizaron experimentos de apareamiento, complementación y análisis 
de esporas al azar. 

Para identificar a las diferentes cepas de H. polymorpha que se 
utilizaron en estos ensayos, se estableció la siguiente nomenclatura: 

WT = células silvestres, normales prototróficas (no requieren la 
presencia de aminoácidos específicos). 

leul-1 = células mutantes con marcador auxotróflco leul-1 
(requieren la presencia de L-leucina). 

adel Imefó - células mutantes con doble marcador auxotrófica 
(requieren de adenina y L-metionina). 

ura~ = células mutantes que requieren de uracilo. 
Mut" = células deficientes en la utilización del metanol 

2.5.1.1 Obtención de Células CEI con Marcador Auxotrófico uro'. 
Para llevar a cabo los experimentos de complementadón, en un 

principio se intentó Introducir un marcador auxotróflco a las células CEI 
por medio de cruzas entre estas células y células de H. polymorpha con 
marcadores auxotróficos (adel 1 metó). Sin embargo, no se obtuvieron 
híbridos después de varios intentos. Por lo tanto, se decidió Introducir un 
marcador auxotrófico (ura~) a las células CEI por medio de la selección 
de colonias resistentes al ác ido 5-fluoro orático41 (5-FOA: análogo de 
plrimidina), por medio del siguiente procedimiento: una colonia de 
células CEI se incubó durante 16 hrs. en YPD líquido. Se obtuvo un 
volumen de 10 mL del cultivo con una densidad equivalente a 2 
unidades de DO^/mL (equivalente a una población de 10® células/mL), 
las células se centrifugaron, se eliminó el sobrenadante, el botón celular 



se resuspendió en 1 mL de YPD líquido y las células se sembraron por 
extensión en agar YND adicionado con 500 p.g/mL de 5-FOA y 50 p.g/mL 
de uracilo. Las placas se incubaron a 37°C. Una vez que las colonias se 
formaron, se replicaron en placas de agar YND con y sin uracilo (medio 
selectivo) y se seleccionó a las colonias que presentaron el fenotipo 

deseado; colonias urd y además deficientes en el crecimiento en 

metanol, es decir Mut'ura". 

2.5.1.2 Ensayas de Complementación. 

Las células CEI Mut'ura" y las células CEU Mut'/eu/-/ se cruzaron 
entre sí y a su vez con sus respectivas cepas isogenétlcas que contenían 
los marcadores complementarios, es decir urd y leul-l. Para la 
obtención de células diploides (CEI:CEII), se sembraron 5 colonias de 
células CEI en forma de estrías sobre una placa de agar YPD y ésta se 
replicó sobre una placa de agar EM que contenía colonias de células 
CEU. Esta placa se incubó por 3 días y después se replicó sobre una 
placa de agar YND sin marcadores (no se adicionó uracilo ni leucina). 
Esta última placa se incubó por 3 días y enseguida se replicó sobre una 
placa de agar YNM sin marcadores. Después de la obtención de células 
diploides CEI:CEII, se analizó la capac idad de las mismas para crecer en 
metanol y se sometieron a un análisis de esporas al azar, 

2.5.1.3 Análisis de Esporas al Azar. 
Para establecer el ligamiento entre los probables genes afectados 

de ambas cepas, las células diploides CEI:CEII se sembraron en agar EM 
en forma de estrías, se incubaron por 3 días, se suspendieron en 10 mL de 
agua, se obtuvo un volumen de 0.9 mL de esta suspensión y se agregó 
0.1 mL de dietil éter. Las suspensión de células se incubó por 20 min. a 
temperatura ambiente bajo agitación, se realizaron tres diluciones 
diferentes para obtener 10, 100 y 500 colonias por placa. Las diluciones 
se sembraron en placas de agar YPD y se ¡ncubdron durante 4 días a 



40°C. Estas placas se replicaron en placas de agar YNM y placas de 
agar YND (con y sin marcadores) y se Incubaron por 3 días. Para el 
análisis del fenotipo de la progenie se contaron 100 colonias y se 
determinó su naturaleza prototrófiica o auxotróflca y la capac idad de 
crecimiento en metanol o glucosa, tanto en presencia como en 
ausencia de marcadores selectivos. 

2.6 Análisis Estadístico 

En los experimentos que por su naturaleza, fue posible que se 
realizaran por triplicado, la significancia estadística de los datos se 
estimó por medio de la prueba t de Student. Los valores en las gráficas 
representan la media de tres determinaciones y la barra representa ± la 
desviación estándar (DS). 



CAPITULO 3 

RESULTADOS 

3.1 Evaluación de las Condiciones Optimas de Cultivo 

3.1.1 Análisis Ultraestructural 

La figura 2 muestra los cambios ultraestructurales que presentaron 
las células de Hansenufa polymorpha, después de transferirlas de un 
medio con glucosa a un medio con metanol como única fuente de 
carbono, 

Durante la fase de crecimiento media exponencial en glucosa, las 
células contenían generalmente un sólo peroxisoma pequeño de forma 
irregular, con matriz homogénea sin inclusiones cristalinas y localizado 
muy cerca de la pared celular. Con frecuencia el peroxisoma se observó 
muy próximo a cisternas del retículo endoplásmlco (figura 2A). Durante 
la fase de crecimiento estacionaria, la forma del peroxisoma cambió de 
esférica a cúbica 

Las células en la fase de crecimiento media exponencial en 
glucosa, se incubaron en medio con metanol y se observó aumento en 
el tamaño y número de peroxlsomas con respecto al tiempo de cultivo 
(figura 2B-E). Después de 2 hrs. de cultivo en metanol, el tamaño del 
peroxisoma incrementó gradualmente, Se observaron dos estados 
subsecuentes de crecimiento del peroxisoma a las 6 y a las 8 hrs. 
Además del crecimiento del peroxisoma, ocasionalmente se observó 
más de un peroxisoma por célula, generalmente de 2 a 3. La figura 2F 
muestra el arreglo cristaloide de la AO 2 hrs. después de la transferencia 
de las células al medio con metanol. 



Figura 2. Micrografías Electrónicas de Transmisión de Células de H. polymorpha Durante 
el Crecimiento en Diferentes Condiciones. A) célula obtenida de la fase de 
crecimiento exponencial en glucosa 0.5 %. B, C, D, E y F) células obtenidas a las 2. 4. 6 
y 8 hrs. de cultivo en metanol 0.5 %. F) esferoplastos preparados de células obtenidas a 
las 2 hrs. en metanol, que muestran el arreglo cristaloide (*), de la AO dentro de un 
peroxisoma. Abreviaturas: N. núcleo; M. mitocondria; P, peroxisoma; V, vacuola. La 
barra representa 0.5 |im. 



3.1.2 Análisis de la Cinética de Crecimiento Celular 

El crecimiento de las células en medio con metanol generalmente 
comenzó después de una fase de adaptación de 4 a 6 hrs, El tiempo de 
generación fue de 4 hrs., aproximadamente. 

Los procedimientos que se llevaron a cabo para la obtención de 
las condiciones óptimas de cultivo, en las que las células de Hansenula 
polymorpha presentaron por lo menos un peroxlsoma, se describen a 
continuación: las células pre-cultlvadas en YND líquido se Incubaron en 
medio YNM líquido por 6 a 7 hrs. a 37°C bajo agitación constante. La 
figura 3 muestra la curva de crecimiento en metanol y se indica con una 
flecha la fase de crecimiento a la cual se obtuvieron las condiciones 
antes mencionadas. 

Tiempo (hr») 

Figura 3. Cinética d e Crecimiento Celular en Metanol d e 
Hansenula polymorpha. Los valores representan el 
promedio de tres determinaciones ± DS. 



3.2 Evaluación del Efecto de la Peroxisomicina Al sobre los Peroxisomas 
de Hansenula polymorpha. 

Las muestras de células obtenidas después de 60 y 120 min. en 
presencia de 5 ng/mL de peroxisomicina Al, se evaluaron por 
microscopía electrónica de transmisión; se observó una Interrupción en la 
continuidad de la membrana peroxisomal. No se observó daño en las 
membranas del resto de los organelos, bajo las mismas condiciones. En las 
muestras correspondientes a los 60 min., se observaron células que 
contenían un sólo peroxisoma, que generalmente presentaba 
fragmentación de la membrana (figura 4A); mientras que en las muestras 
de 120 min., ocasionalmente se observaron células con más de un 
peroxisoma, algunas de las cuales presentaban fragmentación de la 
membrana peroxisomal, y en otras no se observaron alteraciones 
morfológicas (figura 4B). 

Figura 4. M ¡orografías Electrónicas de Transmisión de Células de Hansenula 
polymorpha Incubadas en Presencia de 5 ng/mL de Peroxisomicina Ai. Obtenidas 
Después de 60 (A) y 120 Minutos (B): A) muestra el daño sobre un peroxisoma. 
caracterizado por interrupción en la continuidad de la membrana peroxisomal 
(flecha); B) muestra el daño sobre la membrana de dos de los peroxisomas 
presentes en la célula (flechas). N, núcleo; M, mitocondrio; P, peroxisoma; V, 
vacuola. La barra representa 0.5 (im. 



3.3 Aislamiento de Células con Disfunción Peroxisomai. 

Por medio de la técnica de repiicación en placa se detectó una 
colonia de células que no creció eficientemente en metanol, 
comparada con las células control sin toxina. Esta colonia se sembró por 
extensión sobre agar con glucosa. Después de que se formaron colonias 
se replicaron sobre agar con metanol y no se observó crecimiento en 
este substrato (figura 5). Estas células que comenzaron a crecer 
lentamente hasta después de 8 a 10 días, representan la progenie de las 
células que estuvieron incubadas con la peroxisomicina Ai, y se 
denominaron células experimentales tipo I (células CEI). 

Figura 5. Técnica de Repiicación en Placa. Las células control sin peroxisomicina Ai y las 
células incubadas en presencia de 5 ^g/mL de peroxisomicina Ai se diluyeron, se 
sembraron en placas de agar con glucosa al 0.5 % y posteriormente se replicaron sobre 
placas de agar con metanol al 0.5 %. Panel superior: Células control; A) glucosa. B) 
metanol. Panel Inferior: C) muestra la progenie de la colonia de células deficientes en 
el crecimiento en metanol que se seleccionó (células CEI) y se sembró en glucosa; D) 
las colonias formadas en glucosa se replicaron en placas de agar con metanol; no se 
observa crecimiento en este substrato. 



3.4 Evaluación de la Función Peroxisomal en las Células Experimentales 

3.4.1 Análisis Ultraestractural 

La figura ó muestra las diferencias utraestructurales existentes entre 
las células control y las células CEI durante el cultivo en medio con 
metanol. A las 4 hrs. en las células control generalmente se observó un 
solo peroxisoma con morfología normal, así como el resto de los 
organelos celulares (figura ÓA); mientras que en las células CEI se 
observó un solo peroxisoma pequeño de forma irregular, rodeado 
estrechamente por membranas pre-autofágicas (figura 6B). Estas 
membranas que rodean a la membrana peroxisomal, sólo se observaron 
en células que presentaron peroxlsomas en proceso de autofagia que 
condujo a la degradación de estas organelos en la vacuola digestiva. 

A las 8 y l2 hrs, se observó en las células control la presencia de dos 
o más peroxisomas con morfología normal (figuras ÓC y 6E). Las figuras 
6D y 6F presentan muestras correspondientes al cultivo de células CEI 
obtenidas a los mismos tiempos, en donde se observan peroxisomas 
pequeños, de morfología irregular rodeados por membranas pre-
autofágicas (flechas). 

Posteriormente, el complejo membrana pre-autofáglca-
peroxisoma se fusionó con la vacuola digestiva en donde se observó 
degradación del peroxisoma (figuras 7A, 7B y 7C). 

Después de 24 hrs, de cultivo se observó en las células CEI, 
desorganización celular general y a las 48 hrs. imágenes típicas de 
muerte celular (figuras 8A y 8B). 



Figura 6. Micrografías Electrónicas de Transmisión de Células Control y Células CEI 
durante el Crecimiento en Metanol. El panel izquierdo muestra la ultraestructura de las 
células control a las 4. 8 y 12 hrs. (A, C y E. respectivamente). El panel derecho 
corresponde a las células CEI a los mismos tiempos de cultivo (B, D y F). Se observa la 
irregularidad en la morfología y número de los peroxisomas. Las flechas señalan la 
presencia de membranas pre-autofágicas. N, núcleo; P, peroxisoma; M, mitocondria; V, 
vacuola. La barra representa 0.5 nm. 



Figura 7. Micrografías Electrónicas de Transmisión de las Células CEI. A) muestra la 
asociación entre la membrana pre-autofágica y el peroxisoma (flecha). B) se observa 
un peroxisoma en el interior de la vacuola digestiva. C) muestra la degradación 
proteolítica del peroxisoma. N, núcleo; P, peroxisoma, M, mitocondrio; V, vacuola. La 
barra representa 0.5 jxm. 



B 

Figura 8. Micrografías Electrónicas de Transmisión de las Células CEI. A) muestra la 
desorganización celular generalizada que presentan estas células después de 24 hrs. 
de cultivo en metanol. B) muestra células muertas después de 48 hrs. de cultivo. N, 
núcleo; P. peroxisoma; M, mitocondria, V, vacuola. La barra representa 0.5 |im. 



3.4.2 Análisis de la Función Peroxisomal 

En la figura 9 se muestra la gráfica de la cinética de crecimiento 
celular versus la capacidad de utilización del metano!, por las células 
control y las células CEI. 

Rgura 9. Cinética de Crecimiento Celular y Utilización de Metanol por las 
Células Control (A, A) y Células CEI (•.O), Cada valor representa la media 
de tres determinaciones ± DS. 

Se observó que las células CEI son incapaces de crecer 
eficientemente en este substrato ya que la densidad de estos cultivos 
siempre mostró valores por debajo de los obtenidos en los cultivos 
control. El tiempo de generación ( t j calculado para las CEI fue de 6 hrs., 
mientras que el calculado para las células control fue de td= 4 hrs.. La 
tasa de utilización del metanol por las células CEI se encontró disminuida, 
ya que se detectó una concentración excedente de metanol del 18 % 
(13 mM) en la fase de crecimiento exponencial media (24 hrs.). A las 36 
hrs. se detectó 3.6 veces más metanol (42 mM) que en los cultivos control 



(16 mM), aunque las células CEI utilizaron todo el substrato en un intervalo 
de tiempo similar al del control (60 hrs.). 

Por otro lado, se observó que las células CEI crecieron en todas las 
fuentes de carbono y nitrógeno seleccionadas, sin embargo en etanol, 
metilamlna y glicerol el crecimiento fue relativamente lento (figuras 
10,11,12 y 13). Es importante mencionar que estos últimos substratos 
requieren de la presencia de enzimas peroxisomales para su 
metabolismo. 

Tiempo (hra) 

Figura 10. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEI (—) en Glucosa/Sulfato de Amonio. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 



Ttompo (hr») 

Rgura 11. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEI (—) en Età noi/Sulfato de Amonio, Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 

Rgura 12. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEI (—) en Glucosa/Metllamina. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 



Figura 13. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEI (—) en Glicerol/Sulfato de amonio. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 

3.4.3 Análisis Bioquímico 

En la tabla 3 se presentan los valores de densidad óptica y ta 
actividad específica de AO y de catalasa con respecto al tiempo de 
cultivo para las células CEI y para las células control. Estos resultados 
indican que, si bien ambas enzimas son inducibles en las células CEI, ta 
actividad de AO en estas células después de 8 hrs. de cultivo en metanol 
se mantuvo disminuida en un 50 %, con respecto al control. La actividad 
de catalasa no se modificó. 



TABLA 3 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALCOHOL OXIDASA Y CATALASA EN CELULAS CONTROL Y 
CELULAS EXPERIMENTALES TIPO I 

TIEMPO (hrs.) ALCOHOL OXIDASA1 CATALASA 
Células CFI Células Control Células CEI Células Control 

0 0 0 2.9Í081 3.1102 

4 0.7±D2 07*33 93.Qt2-l 98.Q£l8 

8 12B3.1 2.SfQ3 14LQtl£ 14S.Qfcl .8 

12 2¿tíW 42±12 177.Qtl.ó 173,Q±2£) 

24 2.5102 4.7±l 5 196.0125 190ût31 

'Lo ocfividocl de alcohol oxiocisa se empresa como Unidades «mg proteína y lo de cafakra como 
AAjdo* filn. «mg proteína . 
*Cada valor representa la media de tres determinaciones t OS. 

3.4.4 Análisis Citoquímico e Inmunocitoquímico 

Se realizaron estudios de citoquímica e Inmunocitoquímica para 
Identificar una probable relación existente entre los valores disminuidos de 
la actividad especifica de AO obtenidos en las células CEI, con el posible 
importe deficiente de la AO hacia los peroxlsomas. 

Los estudios cifoquímicos mostraron que en las células CEI la 
actividad de AO estaba presente desde las primeras dos horas de cultivo 
en metanol. En la figura 14A, se muestra la reacción positiva para AO 
dentro de los peroxisomas intactos, así como en algunos peroxisomas que 
se encuentran dentro de la vacuola. No se observa positividad de la 
reacción en ningún otro sitio de la célula. 



Figura 14. Micrografías Electrónicas de Transmisión del Análisis Citoquímico e 
Inmunocitoquímico para la Localización Subcelular de AO en las Células CEI. Las 
células se pre-cultivaron el glucosa al 0.5 % y posteriormente se transfirieron a medio 
con metanol al 0.5 %. A) muestra obtenida a las 2 hrs. de cultivo; se observa que la 
actividad de AO (*) se localiza dentro de los peroxisomas Intactos asi* como en un 
peroxisoma que se encuentra dentro la vacuola digestiva. B) se observan las partículas 
de oro coloidal dentro de los peroxisomas. lo que indica la localización de la AO dentro 
de estos organelos. C) muestra obtenida después de 4 hrs. de cultivo, que muestra la 
inducción de la AO con respecto al tiempo N, núcleo; P. peroxisoma; M. mitocondria. 
V, vacuola. La barra representa 0.5 nm. 



La localización subcelular de AO se confirmó por 
inmunocitoquímica con anticuerpos específicos antl-AO. En la figura 14B 
se demuestra que la AO se localiza exclusivamente dentro del 
peroxisoma. Después de 4 hrs. de cultivo en metanol, se observó un 
aumento en la inducción de AO con respecto al tiempo de cultivo (figura 
14C). 

3.4.5 Análisis bajo Condiciones Quimiostáticas (Ultraestructural, 
Bioquímico, Citoquímico e Inmunocitoquímico) 

La figura 15 muestra la cinética de crecimiento bajo condiciones 
quimiostáticas para las células CEI y para las células control. Se observa 
que no existe gran diferencia entre las dos cinéticas. 

Figura 15. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
( ) y Células CEI ( ) bajo Condiciones Quimiostáticas (glucosa 
0.25 %/Metanol 0.30 %). Los valores representan la media de tres 
experimentos ± DS. 



En ambos casos, durante el cultivo en glucosa se obtuvo una D O ^ 
de 3.3 unidades. En el cultivo de células CEI la D O ^ aumentó 
paulatinamente hasta 6.6 unidades después de la adición de la mezcla 
glucosa/metanol, ésta D O ^ permaneció constante durante todo el 
cultivo; mientras que en el cultivo de células control se obtuvo una D O ^ 
ligeramente mayor (7,0 unidades de DO^/mL), Se determinó ta 
concentración de glucosa y de metanol en el medio de cultivo para 
ambos cultivos en la fase de crecimiento en equilibrio, y no se detectó la 
presencia de estos substratos, lo que indicó que las células los utilizaron 
por completo. 

Se determinó la actividad específica de AO y la de catalasa en 
extracto libre de células. En las células CEI se obtuvo una actividad 
específica de AO de 2.2 U(mg.proteína)*1, valor significativamente más 
bajo que el obtenido en los cultivos control (8.0). La actividad de catalasa 
no se modificó. 

El análisis ultraestructural de las células CEI mostró alteraciones 
tanto en la morfología como en el número de los peroxisomas. En la figura 
16A se presenta la imagen típica de una célula bajo condiciones 
quimiostáticas, en donde se observa inducción masiva de los 
peroxisomas, que presentan una forma ligeramente cuboide. En las 
células CEI se observa un número menor de peroxisomas, los que 
presentan contorno Irregular, están rodeados por membranas pre-
autofágicas y asociados estrechamente a la vacuola (figura 16B). 

Se obtuvieron esferoplastos de células control y de células CEI. En ta 
figura 17B se muestra que en las células CEI el arreglo cristaloide 
característico de la AO se encuentra dentro de los peroxisomas y en el 
interior de la vacuola digestiva lo que indica degradación peroxisomal. 
En la figura 17A se muestra que en las células control, el arreglo cristaloide 
de la AO se encuentra únicamente en los peroxisomas. 



La degradación de peroxisomas en las células CEI se confirmó por 
inmunocitoquímica con anticuerpos específicos anti-AO y mareaje con 
oro coioidal-proteína A. En la figura 17C se observa que b marca se 
encuentra localizada en un peroxisoma en proceso de degradación en 
el interior de la vacuola autofágica. 

» * 

Figura 16. Micrografías Electrónicas de Transmisión de las Células Control y de las 
Células CEI bajo Condiciones Quimiostáticas. A) muestra la inducción peroxisomal 
característica de células control bajo estas condiciones. B) se observa en las células 
CEI un menor número de peroxisomas con morfología anormal y rodeados por la 
vacuola autofágica. N. núcleo; P, peroxisoma; M, mitocondria. V. vacuola. La barra 
representa 0.5 nm. 



Figura 17. Micrografías Electrónicas de Transmisión de esferoplastos de las Células 
Control y de las Células CEI bajo Condiciones Quimiostáticas. A) Células control: 
muestra el arreglo cristaloide de la AO (*) dentro del peroxisoma. Células CEI: B) 
muestra la estructura cristaloide dentro de la vacuola; C) muestra la localización de la 
AO dentro de un peroxisoma en proceso de degradación. N, núcleo; P, peroxisoma; M, 
mitocondria, V, vacuola. La barra representa 0.5 fim. 



3.5 Aislamiento y Caracterización de Células de H. pofymorpha leuí-J 
con Disfunción Peroxisomal. 

De acuerdo con los datos ultraestructurales, bioquímicos 
fisiológicos, cltoquímicos e Inmunocitoquímlcos obtenidos, las células CEI 
presentaron disfunción peroxisomal sin embargo esta disfunción no se 
caracterizaba por la ausencia total de peroxisomas, sino por la 
presencia de peroxisomas con características morfológicas y funcionales 
deficientes. Debido a esto se procedió a realizar experimentos para 
aislar células de una cepa de H. polymorpho con un marcador 
auxotróflco, que presentara las mismas características de disfunción 
peroxisomal que las células CEI. Estas células serían utilizadas para 
caracterizar a nivel molecular el daño producido por la peroxlsomlclna 
Ai. 

Después de incubar células de H. pofymo/pha¡eul-J en presencia 
de 5 jig/mL de peroxisomicina Ai y de analizar las muestras por MET, se 
observó que las células contenían peroxisomas cuya membrana se 
encontraba fragmentada (figura 18). De esta forma se reprodujo el 
mismo efecto de la peroxisomicina Ai obtenido en la sección 3.2, en 
esta ocasión sobre una cepa de levaduras con un marcador 
auxotróflco. 

* 

Se utilizó la técnica de replicación en placa y se aisló una colonia 
de células que presentó dificultad para crecer en metanol en medio 
sólido (figura 19). Estas células se denominaron células experimentales 
tipo II (células CEÍI) para diferenciarlas de las células de la cepa 
prototrófica aislada Inlclalmente (células CEI). 



Figura 18. Micrografia Electrónica de Transmisión de Células de Hansenula potymorpha 
leu 1-1 Incubadas en Presencia de 5 ^g/mL de Peroxisomicina Ai. Obtenidas Después 
de 60 Minutos. Se muestra el daño sobre un peroxisoma observándose una interrupción 
de la continuidad de la membrana peroxisomal (flecha), mientras que el otro 
peroxisoma se encuentra rodeado por una membrana pre-autofágica (punta de 
flecha). N, núcleo; M, mitocondrio; P, peroxisoma; V, vacuola. La barra representa 0.5 
pm. 



Figura 19. Técnica de Replicación en Placa. Las células control sin peroxisomicina Ai y 
las células incubadas en presencia de 5 ng/mL de peroxisomicina Ai se diluyeron, se 
sembraron en placas de agar con glucosa al 0.5 % y posteriormente se replicaron 
sobre placas de agar con metanol al 0.5 %. Panel superior: Células control; A) 
glucosa, B) metanol. Panel inferior: C) muestra la progenie de la colonia deficiente en 
el crecimiento en metanol (células CEU) que se seleccionó y se sembró en glucosa; D) 
las colonias formadas en glucosa se replicaron en placas de agar con metanol; no se 
observa crecimiento en este substrato. 

Las células CEU se cultivaron en metanol y se analizaron 
ultraestructuralmente. Se observó que las células CEU presentaron 
características muy similares a las células CEI. En la figura 20A se muestra 
que las células CEU presentan peroxisomas de forma irregular, rodeados 
por membranas pre-autofágicas. A tiempos de cultivo prolongados (12 
hrs.) se observó que las células contenían un menor número de 
peroxisomas, y que estos eran de tamaño pequeño (figura 20B); algunos 
peroxisomas se encontraban en diferentes estadios de degradación 
(figura 20C). 



Figura 20. Micrografías Electrónicas de Transmisión de las Células CEU. Las células se pre-
cultivaron en glucosa al 0.5 % y posteriormente se transfirieron a medio con metanol al 
0.5 %. A) muestra obtenida después de 4 hrs. de cultivo en donde se observa la 
asociación entre la membrana pre-autofágica y el peroxisoma de las células CEIL B) 
muestra obtenida a las 12 hrs. de cultivo en donde se observa anormalidad en el 
número y tamaño de los peroxisomas presentes en las células CEU C) muestra un 
peroxisoma en proceso de degradación. N, núcleo; P. peroxisoma; M. mitocondria; V, 
vacuola. La barra representa 0.5 nm. 



En la fas© estacionaria de crecimiento se observó que las células 
CEU degeneraron con mayor rapidez que las células CEI bajo las mismas 
condiciones de cultivo; como consecuencia, en el cultivo de células CEU 
cesó el crecimiento a tiempos más cortos que en el cultivo control y que 
en el cultivo de células CEI, Bajo estas condiciones, en el cultivo de células 
CEU se observó desorganización y muerte celular (figura 21A y 21B). 

Figura 21. Micrografías Electrónicas de Transmisión de las Células CEII Obtenidas en la 
Fase Estacionaria de Crecimiento. A) muestra obtenida después de 24 hrs. de cultivo 
en donde se observa desorganización celular generalizada. B) muestra obtenida a 
las 48 hrs. de cultivo en donde se observan varias células muertas. N, núcleo; P. 
peroxisoma; M. mitocondria: V. vacuola. La barra representa 0.5 |im. 

Se analizó la cinética de crecimiento celular en metanol, la 
capacidad de utilización del metanol y se determinó la actividad 
específica de AO y la de catalasa. Se obtuvieron resultados muy similares 
a los obtenidos para las células CEI (figura 22 y tabla 4). 



TI*mpo (hn) 
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Figura 22. Cinética de Crecimiento Celular y Utilización de Metanol por las 
Células Control (A,A) y Células CEU (•.O). Cada valor representa la media 
de tres determinaciones ± DS. 

TABLA 4 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALCOHOL OXIDASA Y CATALASA EN CELULAS CONTROL Y 
CELULAS EXPERIMENTALES TIPO II 

TIEMPO (hrs.) ALCOHOL OXIDASA' 
Células CEU Células Control 

CATALASA 
Células CEU Células Control 

0 0 0 2.60*020« 30Q±0.10 

4 0.6&ÍQI0 0.72fc020 98.CQt2.20 lQ2.0Ctfcl.50 

8 1.6CH0.20 2.8040.10 1560Qtl.20 158.0Qtl.4D 

12 Z7QHD.3 0 4.6Qt0.80 1820Qtl.40 178.CQt2.10 

24 2.8Q1Û20 ò.UQtl .20 I93.00t2.20 186.0Q±3.50 

'La actividad d e alcohol oxidasci se expresa c o m o Unidades «mg proteina y la d e ca ta lasa c o m o 
aA24o- min • mg proteina . 
"Coda valor representa la media d e tres determinaciones ± DS. 



En las figuras 23, 24, 25 y 26, se observa que las células CEU son 
capaces de crecer en otras fuentes de carbono y nitrógeno, aunque es 
evidente que la cinética de crecimiento está disminuida en los cultivos 
con etanol. metilamina y glicerol; estos son substratos que requieren de la 
presencia de enzimas peroxisomales para su metabolismo. 

Tiempo (hn) 

Figura 23. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEU (—) en Glucosa/Sulfato de Amonio. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 

Figura 24. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEU (—) en Etanol/Sulfato de Amonio. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 
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Rgura 25. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
(—) y Células CEU (—) en Glucosa/Metilamina. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 

Rgura 26. Cinética de Crecimiento Celular de las Células Control 
( ) y Células CEU (- ) en Gllcerol/Sulfato de Amonio. Los valores 
representan la media de tres experimentos ± DS. 



La figura 27 muestra el análisis inmunocitoquímico para la AO, en 
donde se observa que la enzima se localiza dentro de los peroxisomas, lo 
que indica que el importe de esta proteína no esta afectado. 

Con estos resultados, se estableció que las células CEU también 
presentaron disfunción peroxisomal. 

Figura 27. Micrografia Electrónica de Transmisión del Análisis inmunocitoquímico para 
AO en ias Células CEU. Las células se pre-cultivaron en glucosa al 0.5 % y 
posteriormente se transfirieron a medio con metano! al 0.5 %. Muestra obtenida 
después de 4 hrs. de cultivo en donde se observa la localización de la AO dentro del 
peroxisoma. N, núcleo; P, peroxisoma; M. mitocondrio; V, vacuola. La barra representa 
0.5 |im. 



3.5.1 Análisis Genético 

Para establecer si la disfunción peroxisomal que presentaban las 
células CEI y las células CEU se debía a un defecto genético, se 
realizaron experimentos de apareamiento, complementación y análisis 
de esporas al azar. Para tal efecto, se obtuvo una cepa de células CEI 
con marcador auxotróflco. 

3.5.1.1 Obtención de Células CEI con Marcador Auxotrófico ura". 
Después de que las células CEI se Incubaron en presencia de 5-

FOA y las colonias resistentes a este compuesto se replicaron en medio 

selectivo, se obtuvo una colonia que mostró un fenotipo Mufuro". es 
decir incapaz de crecer en metanol e incapaz de crecer en ausencia 
de uracilo (auxotrófica para uracilo), 

3.5.1.2 Ensayos de Complementación y Análisis de Esporas al Azar, 
Para establecer si el defecto que presentaban las células CEI 

(crecimiento deficiente en metanol: Muf ) era complementado por las 
células CEU, se realizaron experimentos de complementación genética. 
Las células dlploldes que se obtuvieron de la cruza entre las cepas CEI 

Mut'ura" y CEU Muf leul-J crecieron normalmente en metanol a la misma 
velocidad que las células control; así mismo, las células diploides 
obtenidas de la cruza entre las cepas CEI Mut'ura y CEU MutleuJ-1 con 
sus respectivas cepas Isogenétícas que contenían marcadores 
complementarios, crecieron normalmente en metanol (sin marcadores; 
uracilo a leuclna). Estos resultados Indicaron que no hubo 
complementación entre ambas cepas CEI y CEU. 

Por otro lado el análisis de esporas al azar, mostró que el 74 % de la 
progenie creció normalmente en metanol, lo que indicó que el defecto 
en ambas cepas es de carácter recesivo y además confirmó que no se 



complementan entre ellas. La tabla 5 muestra el número de casos con 
respecto al fenotipo observado. 

TABLA 5 

ANALISIS DE ESPORAS AL AZAR 

FENOTIPO CASOS 

leu Mut* ó 

leu Muf 35 

ura Mut" 8 

ura Muf 7 

uraleu Muf 10 

uraleu Mut* 34 
TOTAL 100 



CAPITULO 4 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten aceptar 
la hipótesis de trabajo propuesta, ya que se aislaron dos cepas de la 
levadura H. poJymorphacon disfunción peroxlsomal después de realizar 
cultivos en presencia de una dosis no letal (5 j^g/mL) de peroxisomicina 
Al. 

En la presente Investigación no se consideró el establecer la 
capacidad mutagénlca de la peroxisomicina Ai. Sin embargo, es una 
duda que hasta el momento permanece y obliga a cuestionar: ¿es la 
peroxisomicina Ai un agente mutágeno?. Por lo anterior, es Importante 
señalar los posibles mecanismos por los cuales la peroxisomicina Ai 
podría causar disfunción peroxisomal en células de Hansenuia 
polymorpha (flgura 28). 

1. La peroxisomicina A l podría dañar directamente a la membrana del 
peroxisoma, el cual sería incapaz de dividirse. Las células con peroxlsomas 
dañados, darían lugar a células con deficiencia peroxisomal. 

2. La peroxisomicina Al podría afectar a la información genética relacionada 
con la maquinaria encargada de la síntesis de proteínas peroxisomales. Este 
daño podría causar ausencia total o parcial, o disfunción total o parcial de 
alguna(s) proteína(s) necesaria(s) para la adecuada formación de nuevos 
peroxisomas (por fisión de peroxisomas preexistentes). El daño podría 
traducirse en la producción de i) células deficientes en peroxisomas o ii) 
células con peroxisomas anormales debido a la Incorporación de proteínas 
alteradas a los nuevos peroxisomas. 



POSIBLE MECANISMO I 
EFECTO DIRECTO SOBRE LA MEMBRANA 

PEROXISOMAL 

PEROXISOMICINA Al 

CELULAS DEFICIENTES 
EN PEROXISOMAL 

PEROXISOMA DAÑADO 
INCAPAZ DE DIVIDIRSE 

POSIBLE MECANISMO 11 
E F E C T O SOBRE EL GENOMA NUCLEAR 

Figura 28. Esquema de los Mecanismos Posibles de Disfunción Peroxisomal Inducida por 
Peroxisomicina Ai sobre Células de Hansenula polymorpha. Se infiere que los 
experimentos deberán ser realizados bajo condiciones de cultivo en las cuales las 
células deberán presentar solo un peroxisoma M, mitocondria; P, peroxisome; N, 
núcleo. 



Con base al esquema anteriormente expuesto, se realizaron 
cultivos de dos cepas de la levadura Hansenula polymorpha (CBS 4732 y 
NCYC leul-1), en presencia de 5 ng/ml d© peroxisomlcina Ai y se 
aislaron dos cepas que presentaron Incapac idad para crecer 
eficientemente en medio de cultivo sólido con metanol (agar YNM). 

Las cepas aisladas se denominaron como células experimentales 
tipo I (células CE1) y células experimentales tipo II (células CEU). La 
incapacidad de estas cepas para crecer de manera eficiente en 
metanol. Indicó de manera indirecta, que podría tratarse de una 
disfunción peroxlsomal inducida por la peroxisomicina Ai, por lo que 
ambas cepas se caracterizaron desde el punto de vista morfológico, 
fisiológico y bioquímico. 

Las células CEI y las células CEU se cultivaron en medio con 
metanol y presentaron las siguientes características: i) peroxisomas 
anormales en morfología y número, ii) actividad de la AO disminuido en 
un 50 %, III) blomasa en los cultivos líquidos con metanol 
significativamente disminuida y iv) utilización deficiente del metanol. 

La incapacidad de estas células para crecer en metanol, se 
demostró al realizar cultivos en medio liquido con metanol (YNM). La 
determinación de la densidad óptica de los cultivos de estas células 
mostró valores significativamente menores que los obtenidos para las 
células control (figura 9), lo que explica que el tiempo de generación 
obtenido para estas células fuera mayor (td=6), que el de las células 
control (td=4). 

Se observó que durante los cultivos líquidos, las células CEI y las 
células CEU se caracterizaron por la Incapac idad para utilizar 
eficientemente el metanol (figura 9), sin embargo al cultivar las células 
bojo condiciones qulmiostáticas (en mezcla glucosa/metanol), se 
demostró que estas células utilizaron ambos substratos, ya que se 



observó un Incremento en lo blomasa comparable a la del cultivo 
control (figura 15). 

Estos resultados Indican, muy probablemente, que los dos tipos de 
células utilizaron la glucosa como fuente de carbono y el metanol como 
una fuente adicional de energía. Lo anterior sugiere que; I) en estos 
células se lleva a cabo de manera eficiente la vía de desasí mil ación 
cltosóllca del formaldehído (figura 29), y que«) el crecimiento de ambas 
cepas en cultivos líquidos con metanol como única fuente de carbono y 
energía, experimenta desventajas energéticas específicas, en particular 
en el catabolismo del metanol. Esas desventajas podrían estar más 
relacionadas con una disfunción peroxisomal que con otras fallas en el 
metabolismo intermediario del metanol. 

Una probable explicación a estos resultados, podría estar 
relacionada can el papel de los peroxlsomas en el metabolismo del 
metanol, que bajo condiciones normales está representado 
principalmente por tres eventos (figura 29): i) la oxidación inicial del 
metanol por la AO con la subsecuente producción de formaldehído y 
peróxido de hidrógeno (HjOj), II) la descomposición del H202 por la 
catalasa y de manera muy Importante, iii) la propiedad de la membrana 
peroxisomal en la regulación del flujo del formaldehído hacía la vía de la 
desasimilación, para la producción de energía, o hacia la asimilación, 
para la producción de blomasa. 



PAPEL DE LOS PEROXISOMAS EN EL METABOLISMO 

DEL METANOL 

Figura 29. Representación Esquemática de la Compartamentalización y la Función de 
los Peroxisomas en el Metabolismo del Metanol en Hansenulo polymorpha. 1. 
formaldehído deshidrogenase, 2. formato deshidrogenasa, 3. íormaldehído reductasa, 
4 glutatión reductasa. 5. oxidación del glutatión. 

Las propiedades de permeabilidad de la membrana peroxisomal 
se basan en la capacidad de la membrana para impedir el flujo libre de 
ciertos compuestos como la x¡lulosa-5-P (xu-5-P)", por lo que sería 
esencial la presencia de un gradiente de pH a través de la 
membrana64,65, lo que permitiría el transporte de xu-5-P desde el citosol 
hacia la matriz peroxisomal. 

La distribución del formaldehído hacia cualquiera de las dos vías 
(asimilación/desasimilación) depende del estado energético de las 
células. Con base a lo anterior, es de importancia considerar que en 
relación al estado energético de la células, se pueden presentar dos 



posibilidades: I). Una posibilidad sería aquella en la que si los niveles de 
ATP cltosóllco fueran adecuados, se mantendría una fuerza motriz de 
protones a través de la membrana peroxisomal, lo que permitiría la 
eficiente producción y transporte de xu-5-P, con la consecuente 
asimilación del formaldehído para la producción de biomasa (figura 29). 
En el caso contrario, si las condiciones fisiológicas de la célula fueran 
tales que el nivel energético estuviera muy por debajo del normal, esto 
causaría una disminución de xu-5-P y su transporte hacia el peroxlsoma 
no sería posible. Esta reducción en la fijación del formaldehído 
peroxisomal causaría un aumento en la velocidad de difusión del 
formaldehído desde el peroxisoma hacia el cltosol, en donde éste se 
acoplaría con el glutatlón (GSH) cltosólico para la vía desaslmtíatoría. lo 
que causaría un aumento en los niveles de ATP en la célula, sin 
embargo, esto provocaría una baja producción de biomasa. 

Además, la membrana peroxisomal desempeña un papel 
importante como barrera para el GSH citosólico. La presencia de GSH es 
esencial para mantener el crecimiento de las células en metanol debido 
a que el formaldehído, en su forma libre, no es substrato para la 
formaldehído deshidrogenasa. sino su hemimercaptal. el S-
hidroximetilglutatión46*7 (GS-CH2OH), y en esta forma no es accesible 
para la vía aslmllatoria (reacción catalizada por la dihldroxiacetona 
sintasa)4*. 

Es Importante también precisar que, en condiciones normales, la 
degradación del H202 por la catalasa se debe realizar dentro del 
peroxlsoma, de esta forma se previene que la degradación se lleve a 
cabo por medio de otros procesos (cltocromo c peroxidasa o glutatión 
peroxidasa) que consumen más energía, lo que provoca una reducción 
de la biomasa54. 

Las caracterización de las células CEU y células CEU durante 
los cultivos con metanol sugirió que la disfunción peroxisomal podría 



estar relacionada en parte, con una posible alteración en la membrana 
peroxisomal, Lo anterior se fundamenta en la aberración morfológica de 
los peroxlsomas que se observó en estas células, y resultó más 
convincente al observar alrededor de los peroxlsomas membranas pre-
autofágicas, que posteriormente se fusionaron con la vacuola, en donde 
ocurrió la degradación de los organelos. La degradación de 
peroxlsomas se observó después de 8 hrs. de cultivo en metanol, tiempo 
en el que los peroxisomas se multiplicaron y también aumentaron de 
tamaño, sin embargo, se demostró que en particular los peroxisomas 
grandes y maduros fueron sujetos a degradación, observándose con 
frecuencia células que contenían algunos peroxisomas relativamente 
pequeños en conjunto con uno o pocos peroxisomas grandes en 
diferentes estados de degradación. La degradación peroxisomal se 
observó con mayor frecuencia después de 12 hrs. de cultivo en metano!, 
lo que ocasionó a mayores tiempos de cultivo una desorganización 
celular generalizada que finalmente provocó la muerte celular. 

Estas observaciones permitieron apoyar la hipótesis de la 
disfunción peroxisomal, ya que si la membrana peroxisomal es anormal 
será Incapaz de balancear de manera adecuada el flujo del 
formaldehído, y en coincidencia con las observaciones mencionadas 
anteriormente, el formaldehído se acoplaría al glutatión (GSH) para 
formar S-formIIglutatión. Este último, como ya se expuso, no es substrato 
para ta DHAS, por consiguiente, si existiera una pequeña cantidad de 
formaldehído libre, éste se utilizaría para la vía de la asimilación 
(producción de biomasa). Por el contrario, el S-formIIglutatlón es 
substrato para la vía de la desaslmllaclón, lo que resultaría en la 
generación de NADH y este se utilizaría para la producción de ATP por la 
vía mltocondrlal. Esto podría explicar en parte la capacidad disminuida 
de las células CEI y de las células CEU para utilizar el metanol como única 
fuente de carbono y energía. 



En el cultivo qulmlostátlco para células CEI y células CEU también 
se observó una e levada tasa de recambio peroxisomal, por 
consecuencia, las células contenían un número menor de peroxlsomas, 
lo que coincidió con la disminución en la actividad específica de AO 
(2.2 Umg» proteína'1) que se determinó en los extractos (ELC). Estos 
hallazgos, coinciden con los obtenidos por Titorenko y cois.4'70 en 
estudios realizados en células mutantes deficientes en la utilización de 

metanol (Muf), en particular en células mutantes pss~. Estas células se 
caracterizan por presentar anormalidades en la morfología peroxisomal, 
lo que causa que en los cultivos con metanol se observe una elevada 
tasa de recambio de los peroxlsomas en estas células mutantes. 
Titorenko y cois, sugieren que la disfunción peroxisomal de las células 
mutantes pss~ muy probablemente se debe a un defecto en las 
propiedades de transporte de la membrana peroxisomal, en particular, 
a la pérdida de la fuerza motriz de protones a través de la membrana, 
ya que se demostró que todas las enzimas involucradas en el 
metabolismo del metanol estaban presentes y activas en su sitio 
correcto, es decir dentro del peroxisome, sin embargo se observó una 
elevada tasa de recambio peroxisomal. 

Van der Kleí y cois," obtuvieron una respuesta similar después de 
que cultivaron células de K polymorpha en metanol y posteriormente se 
Incubaron en presencia de iones cianuro, en donde se observó 
degradación de peroxisomas, Los autores sugieren que los iones cianuro 
provocan la inactivación Irreversible de la AO, ya que al transferir las 
células que estuvieron en presencia de cianuro, a medio con metanol 
en ausencia de cianuro, se observó degradación de los peroxisomas 
que contenían AO Inactiva, observándose de manera simultánea 
desarrollo de nuevos peroxisomas (por fisión de los peroxisomas no 
afectados). 



Las observaciones anteriores sugieren que la degradación de 
peroxlsomas es un proceso que requiere de un control muy preciso72 y 
que las señales que Inician el proceso de recambio de peroxlsomas, no 
están dirigidas contra las proteínas de matriz, sino hacia la membrana 
peroxisomal8*. Los autores suponen que este sistema de traducción de 
señales provee a las células la capac idad para identificar a los 
peroxisomas que deben ser degradados, 

Lo anterior sugiere que la elevadd tasa de recambio peroxisomal 
observada en las células experimentales podría atribuirse a la morfología 
aberrante que estos organelos presentan, y podría explicar los valores 
disminuidos en la actividad de la AO obtenidos en los cultivos. Además, 
estos hallazgos coinciden con los descritos por van der Klel y cois., lo que 
sugiere que probablemente en las células experimentales la 
degradación no esta dirigida en contra de la AO, ya que se demostró 
por cltoquímica, que los peroxisomas tanto intactos como aquellos en 
proceso de degradación contenían AO activa. 

Por otro lado, el análisis genético reveló que ambas cepas 
afectadas, no se complementan entre ellas. Esto no necesariamente 
significa que el defecto en ambas cepas es recesivo y en diferentes 
genes, aunque es la explicación más adecuada a los resultados 
obtenidos, los que coinciden con los obtenidos por Tltorenko y cois.6®70. 
Estos investigadores observaron que las mutaciones en diferentes ale los 
de los mismos genes en células mutantes deficientes de peroxlsomas, no 
se complementaban entre ellas, y concluyeron que se debía a que las 
células mutantes presentaban diferentes frecuencias de recomblnaclón. 

Debido a que en el presente trabajo solamente se obtuvieron dos 
colonias Mut" (deficientes en la utilización del metanol) después de la 
exposición a la peroxlsomicina Ai, esta baja frecuencia podría 
interpretarse como un evento que representa mutaciones espontáneas. 



A est© respecto, el genoma de las cepas de Hansenuia polymorpha que 
se utilizaron, tienen la característica de ser muy estables, y la 
probabilidad de que se presenten mutaciones es muy escasa, bajo 
condiciones normales de laboratorio. 

Por otro lado, es Importante mencionar qu© existe en la literatura 
por lo menos un reporte en el que se demuestra que un medicamento 
con estructura que presenta ciertas semejanzas con la estructura de la 
peroxlsomiclna Ai, es capaz de afectar la proliferación peroxisomal ©n 
cé lu las d e levadura 7 5 . La adr lamlc lna (c lo rh idra to de 
doxorrubucina;ADRIAMYCIN, RUBREX) es un antibiótico antraciclínico 
que se cuenta entre los agentes antltumorales más importantes. Este 
medicamento posee una estructura anular tetraciclínlca con fracciones 
de qulnona e hldroxiantraquinona en anillos vecinos, lo que la hace 
tener cierta semejanza estructural con la peroxisomlclna Ai. Keyanl y 
cois, sugieren que la adrlamicina causa una mutación en la maquinarla 
de proliferación peroxisomal. Por lo tanto, no se puede descartar la 
posibilidad de que la peroxisomlclna Ai tenga la capac idad de causar 
un efecto mutagénica sobre células d e levadura. En este sentido, 
solamente se puede especular que el crecimiento lento irreversible que 
presentaron las células CEI y CEU durante los cultivos en metanol podría 
atribuirse a que la peroxlsomiclna Ai probablemente causó una 
mutación. Esta mutación podría inducir la sobreexpresión (o represión) 
de un gen específico que tendría la capac idad de causar que las 
células experimentales presenten una alta resistencia a la peroxlsomiclna 
A?. El fenotipo de resistencia a multldrogas debido a la sobreexpresión 
de ciertos genes ha sido ampliamente documentado7*. Se ha descrito 
una amplia red de genes de levaduras Involucrados en este fenómeno. 
Esta red de genes pertenecen a la superfamilia del cassette de unión a 
ATP que funcionan como una bomba de flujo de medicamentos. Uno 
de estos genes, el PALI, codifica para una proteína esencial para la 
función peroxisomal75. 



Con base al esquema que se presenta en la figura 28, la 
Información obtenida en este trabajo, permite sugerir que la disfunción 
peroxisomal de las células experimentales, no es producto de un daño 
directo a la membrana peroxisomal (mecanismo I), ya que no se 
obtuvieron células con deficiencia total de peroxlsomas, Es Importante 
señalar que los experimentos se llevaron a cabo bajo estrictas 
condiciones de cultivo en las cuales las células presentaron un solo 
peroxisoma, Con lo anterior no se descarta totalmente el primer 
mecanismo, debido a que al Incubar células en presencia de 
peroxisomiclna Ai, se observó en algunas células fragmentación de la 
membrana peroxisomal (figura 4 y figura 18) similar a la reportada por 
Sepúlveda y cois.". Este hallazgo, sugiere que el daño selectivo e 
irreversible sobre la membrana peroxisomal, es un evento reproducible y 
además confirma que el peroxisoma es el organelo blanco de la 
peroxisomlcina Ai en células de levadura. 

Las cepas con disfunción peroxisomal inducida por la 
peroxisomlcina Ai, aisladas y caracterizadas en este trabajo constituyen 
un organismo modelo para realizar diferentes estudios relacionados con 
la biogénesis y la función peroxisomal. 



CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES 

5.1 CONCLUSIONES 

1. Se acepta la hipótesis de trabajo propuesta: 
"Si el daño producido por la peroxisomicina Ai sobre la integridad 
peroxisomal a una dosis no letal fuera Irreversible, sería posible 
obtener células con disfunción peroxisomal.". 

2. El daño selectivo e irreversible sobre la membrana peroxisomal en 
levaduras inducido por la peroxisomicina Ai, es un evento 
reproducible y confirma que el peroxisome es el organelo blanco de 
la peroxisomicina Ai en células de levadura. 

3. Se aislaron dos cepas de Hansenula polymorpha con disfunción 
peroxisomal después de incubar células en presencia de una dosis de 
poroxisomicina Ai de 5 [ig/mLde cultivo. 

4. Los datos obtenidos en este trabajo indican que la disfunción 
peroxisomal probablemente fue producto de un daño al ge nomo de 
las células, sin embargo: 

5. No se descarta la posibilidad de que la peroxisomicina Ai cause 
disfunción peroxisomal por daño directo a la membrana peroxisomal. 



5.2 PERSPECTIVAS 

Las cepas aisladas en este trabajo representan un organismo 
modelo para realizar los siguientes estudios: 

1. Obtención de información sobre el mecanismo de acción de la 
peroxisomicina Ai sobre los peroxisomas. 

2. Caracterización molecular de la disfunción peroxisomal de las células 
CEI y CEU. 

3. Análisis del efecto de compuestos relacionados estructuralmente con 
la peroxisomicina Ai sobre las células CEI y CEU. 

4. Investigción sobre la capacidad mutagénica de la peroxisomicina Ai 
en levaduras. 

5.3 CONTRIBUCIONES 

Las cepas aisladas en este trabajo se utilizaron para realizar 
estudios en el Laboratorio de Biología Molecular del instituto de Ciencias 
Biológicas de la Universidad de Groningen, Holanda. En estos estudios se 
aisló un fragmento genómico que es capaz de complementar la 
incapacidad de las células CEU para crecer en metanol, devolviéndole 
la capacidad de formar peroxisomas normales tanto en número como 
en morfología (Vargas, Z. R. y cois. 1998, Toxicon, en prensa). 
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Métodos de Cultivo de Levaduras 

a) Composición de los Medios de Cultivo. 

YPD líquido; extracto de levaduras al 0.65 % 
peptona 2 % 
glucosa 1 % 

YPD sólido: extracto de levaduras al 0.65 % 
peptona 2 % 
glucosa 1 % 
bacto agar 2 % 

MM: medio mineral cada litro contiene: 
(NH4)2S04 2.5 g 
MgS04*7H20 0.2 g 
NaH2P04*H20 1.5 g 
Na2HP04 0.35 g 
Trazas minerales (solución de Vishniac) 0.5 mL; 

solución madre: 
EDTA 10 g 
ZnS04*7H20 4.4 g 
MnCI2*4H20 1.01 g 
CoCI2*6H20 0.32 g 
CuS02*5H20 0.315 g 
FeCl3*6H20 20 mg 
(NH) dMo7024• 4H20 0.22 g 
CaC!2 1.42 g 
FeS04*7H20 1 g 

extracto de levaduras 0.25 g 



vitaminas 1 mU solución madre 1000X 
Acido Pantoténico (Ca) 
Acido Folleo 
Myo Inosltol 
Nicotinamida 
Acido p-Am¡ no benzoico 
Riboflavina 
Tlamina 
Piridoxina 

400 mg (Merck) 
2 mg (Sigma) 
200 mg (Sigma) 
400 mg (Sigma) 
200 mg (Sigma) 
200 mg (Sigma) 
400 mg (Sigma) 
400 mg (Brocacef) 

YNX líquido: medio mineral adicionado con uno de los siguientes 
substratos como fuentes de carbono y/o nitrógeno: 
YND; glucosa 0.5 % (p/v)/ ( N H ^ O a 0.25 % (p/v) 
YNM: metanol 0.5 % (v/v)/ (NH^jSO, 0.25 % (p/v) 
YNE: etanol 0.5 % (v/v)/ (NHJjSO, 0.25% (p/v) 
YNMe: glucosa 0.5 % (p/v)/ metilamina 0.25 % (p/v) 
YNG: gllcerol 0.5 %(v/v)/ (NH^SO, 0.25 % (p/v) 

Para los medios YNX sólidos se adicionó bacto agar al 2 %. 
Para los cultivos de Hansenuia polymorpha leu 1-1. se adicionó L-

leucina (Merck)a una concentración final de 30 mg/L. 
Para el análisis de complementación se utilizaron los siguientes 

medios: EM; extracta de malta 6 % y agar al 2 %, YND o YNM 
con y sin uracilo o leucina (medios selectivos). 

Medio de Cultivo Qulmiostátlco. 

Cada litro contiene: 
( N H ^ O . 
MgSCWI-yD 
NaH2P04* H20 
NdjHPO, H 

50 g 
4 g 
20 g 
0.35 g 
lOg 
10 mL 

extracto de levaduras 
trazas minerales 
vitaminas: 10 mL solución madre 1000X: 



Biotina 
Tiamlna 
Amortiguador 
de fosfatos 10 mM 

1 mg 
30 mg 

glucosa 
Metanol 

iM 10 mL 
0.25 % (p/v), solución madre 25 % 
0.3 % (v/v), solución madre 50 % 

b) Condiciones de Esterilización de los Medios de Cultivo. 
medios para cultivos líquidos: latm de presión durantelS min.. 
en uno olla de presión (Presto). 

medios para cultivo quimiostático: latm de presión durante 45 
min. en un autoclave (van Rietschoten en Houwen). 

Para preparar las soluciones madre el metanol y etanol, así como 
las vitaminas se esterilizaron por filtración, y las soluciones madre de 
glucosa, glícerol y metilamina. por autoclave. 

c) Determinación del Crecimiento Exponencial. 

Una población de células genéiicamente idénticas, dispersadas 
homogéneamente en un medio líquido apropiado para su crecimiento, 
toman nutrientes y los procesan mediante procesos de transporte y 
reacciones enzimátlcas con la producción de calor, productos de 
deshecho, compuestos de alta energía, producción de unidades micro-
y macromoleculares para la formación de estructuras celulares. Esto 
permite a la célula crecer, dividirse y multiplicarse*0. 

La tasa o velocidad de este proceso se calcula al medir el cambio 
de la densidad de población con respecto al tiempo: 

v=dx/d t 



SI se divide la velocidad Instantánea por la densidad d e población 
Instantánea, se obtiene la velocidad de crecimiento específico de ese 
momento: 

m8=(l/;0/<dx/dfl 
SI el medio mantiene constantes las propiedades químicas y físicas, la 
velocidad de crecimiento específico no varía con el tiempo, entonces 
se Incrementan los constituyentes de la blomasa con la misma 
velocidad. Estas condiciones de crecimiento de la población se 
denomina "crecimiento balanceado y exponencial". 

m0x= dx/d t 
integrando, se obtiene la conocida expresión para el incremento de 
población durante el crecimiento exponencial: 

x, 
Tomando ios logaritmos de ambos lados se línealiza la ecuación: 

logx, =log Xq + mgt 
SI se graflcan los logaritmos de los valores obtenidos de la densidad de 
población contra el tiempo, se obtiene una serie de puntos por los 
cuales se puede trazar una línea recta cuya pendiente, después de 
dividirse por el loge, es un estimado de la velocidad de crecimiento 
específico. 

La relación entre el crecimiento específico y la concentración de un 
nutriente esencial que limita la velocidad de crecimiento esta dada por 
la ecuación: 

m0 =YQS 
en donde Y representa el factor de "producción", es decir la relación 
entre la blomasa formada y el nutriente limitante consumido, S es una 
función de la concentración del nutriente en el medio y Q representan 
factores definidos por el estado fisiológico de la población. Es decir que 
cualquier cambio en la velocidad de crecimiento estará Influenciada 
por alteraciones en cualqulerq de estos factores. 



d) Control de Calidad de los Cultivos. 

Para detectar posibles contaminaciones en los cultivos realizados, 
se tomaron alícuotas de cada uno de ellos y se colocaron en laminillas 
para observar al microscopio de luz. La detección de cualquier tipo de 
contaminante causó el cese y eliminación del cultivo. 



Técnicas de Inclusión en Resina Epóxica para Microscopía Electrónica 
de Transmisión. 

1. Se examinó la muestra al microscopía de luz para verificar si no había 
contaminación. 

2. La muestra se colocó en un tubo eppendorf. se centrifugó, decantó y 
se lavó con agua corriente. 

3. Se fijó con KMn04 al 1.5 % durante 20 a 40 mln. a temperatura 
ambiento. 

4. Se centrifugó, se lavó con agua corriente, o hasta que el 
sobrenadante fue incoloro. 

5. Se contrastó con acetato de uranilo al 1 % por una hora o durante 
toda la noche. 

ó. Se deshidrató en etanol: Método rápido de deshidratación en horno 
de microondas. 

1-50% v/v por5min. 
2- 70 % v/v por 5 mln. 
3- 96 % v/v por 5 mln. 
4-100 % v/v por 5 min. 
5-100% v/v por 10 min. 

7. Se aclaró en óxido de propileno por 15 min. 
8. Se preincluyó en mezclas 1:1 y 3:1 de epon:oxido de propileno por 20 

mln. cada uno en homo de microondas o una hora a temperatura 
ambiente. 

9. Se incluyó en resina epóxica pura por 20 min. (dos veces) en horno 
de microondas (o una hora a temperatura ambiente). 

10. Las muestras incluidas en cápsulas de plástico se colocaron en una 
estufa durante toda la noche a 60°C para su polimerización. 



11. Se hicieron cortes finos con una cuchilla de diamante en un 
ultramicrotomo LKB. 

12. Los cortes se montaron en rejillas de cobre, se observaron y 
fotografiaron al microscopio electrónico Phillips EM 300. 

Obtención de Esferoplastos y Técnica de Inclusión para Microscopía 
Electrónica. 

a) Obtención de esferoplastos. 

1 - Un volumen de células equivalente a 20 DO por mL se centrifugó y 
lavó con agua y posteriormente con amortiguador sorbitol 3 M: 

sorbitol 3 M 
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.5 
MgCI2 1 mM 
EDTA 1 mM 

2- Se resuspendió y se incubó por 10 min. a temperatura ambiente en 
amortiguador A: 

sorbitol 3 M 
p-mercaptoetanol 0.2 M 

3- Se centrifugó, se lavó con amortiguador de sorbitol 3 M. 
4- Se resuspendió y se incubó durante 30 a 60 mln. a 37°C en 

amortiguador B pre calentado; 
amortiguador A 
zymoliasa 1 mg/mL 

5- Se observó al microscopio de luz la formación de esferoplastos. 
6- El proceso se detuvo al colocar la muestra en hielo. 



b) Técnica de Inclusión para Microscopia Electrónica (para 
Esferoplastos). 

1 - Los esferoplastos se fijaron con una gata de glutaraldehído al 50 % en 
solución C: cacodilato de sodio al 0.1 M pH ó, 

2- La muestra se centrifugó por 5-10 mln., se decantó el sobrenadante y 
se lavó con amortiguador sorbitol 3 M. 

3- Se centrifugó, resuspendió y se incubó en glutaraldehído al ó % en 
solución D: cacodilato de sodio pH 7.2 a 4°C, por una hora. 

A- Se lavó con solución D. 
5- Se post-fijó con mezcla 1:1 de tetraóxido de osmlo:dicromato de 

potasio por una hora a temperatura ambiente. 
ó- Se lavó con agua destilada. 
7- Se contrastó en bloque con acetato de uranllo durante toda la 

noche, 
8- Se deshidrató e incluyó por el método yo descrito. 



Los resultadas obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, se 
incluyeron en un artículo que ha sido aceptado para su publicación en 
la revista Toxicon. 
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ABSTRACT. 

Previously we demonstrated that peroxisomicine Al (T-514), a plant toxin 

isolated from Karwinskia species, has a deteriorating effect on the in tegr i ty 

of peroxisomes of methylotrophic yeasts. Here we describe two strains of 

Hansenula polymorpha, affected in the normal utilization of methanol as 

sole source of carbon and energy due to peroxisomicine Al treatment. The 

two strains isolated (L17 and RV31) grew poorly on methanol, appa ren t l y 

due to malfunctioning of their peroxisomes. Moreover, the cells displayed a 

high peroxisome turnover rate. We argue that the peroxisomicine Al 

induced phenotype of both strains is due to a genomic mutation. Strain L17 

was functionally complemented after transformation with a H. polymorpha 

genomic library. The complementing 2.8 kb DNA fragment did not contain a 

well-defined ORF and led us to speculate that it may contain regu la to ry 

sequences that, when present in multiple copies in the cell, result in a 

change of expression of specific genes, thus causing restoration of normal 

methylotrophic growth. 



1. INTRODUCTION 

T-514 is a plant toxin, isolated from plants of the genus Karwinskia (Fig. 

1) (DREYER et al., 1975 , WAKSMAN et al1989). In mammals it causes s e v e r e 

damage to the lung, kidney and liver, where it induces the formation of 

large intracellular fat deposits and necrosis (BERMUDEZ et al., 1986). 

Toxicological studies demonstrated a selective toxicity of T-514 on var ious 

human tumor cell lines in vitro (PLNEYRO et al., 1994 ) . P re l iminary 

morphological observations suggested that one of the initial effects upon 

experimental intoxication of rats and monkeys included a significant 

decrease of the number of peroxisomes present in their hepa tocytes 

(SEPULVEDA, unpublished results). The importance of funct ional 

peroxisomes for man is probably best exemplified by the discovery of a 

group of fatal inherited human diseases (peroxisome deficiency syndromes , 

e.g. Zellweger syndrome (WANDERS et al., 1988 , LAZAROW et al., 1989 , BOSCH 

etal1992). 

As a first approach to unravel the mechanism of action of T - 5 1 4 , S E P U L V E D A 

et al. ( 1 9 9 2 ) initiated a series of experiments designed to evaluate t h e 

effect of this compound on peroxisomes of methylotrophic yeasts. It was 

shown that administration of sub-lethal concentrations of T-514 to cul tures 

of Hansenula polymorpha or Candida boidinii caused an irreversible and 

selective damage of the peroxisomal membrane resulting in malfunct ioning 

of the organelle and leakage of a portion of the major matrix proteins in 

the cytosol (SEPULVEDA et al., 1992) . Based on this specific effect of T - 5 1 4 



on peroxisomes, the drug is now designated peroxisomicine Al . 

During the past few years a series of peroxisome-deficient yeast m u t a n t s 

(pex mutants; BOSCH et al1992) has been isolated from various yeasts. I n 

case of H. polymorpha peroxisome-deficiency is invariably associated wi th 

the impairment of the cells to grow on methanol as sole source of ca rbon 

and energy (methanol-uti l ization defective: Mut" phenotype) (CREEG et al., 

1990 , VEENHUIS et al., 1992 , TlTORENKO et al„ 1993) . The possibility to 

isolate yeast cells which are defective in peroxisome function due to 

treatment of cells with peroxisomicine Al could be of considerable value in 

research on toxin/peroxisome interactions and, related to this, p robab ly 

also on peroxisome function. H. polymorpha is a feasible model organism 

for such studies because of the extensive knowledge on t h e 

biochemistry/physiology and ultrastructure of the organism (VEENHUIS et 

al., 1992) , combined with its easy accessibility to classical and advanced 

molecular genetics (FABER et al., 1994) . 

In the present contribution we describe the isolation and initial 

characterization of two strains of H. polymorpha, defective in no rma l 

growth on methanol due to the exposure of WT cells to sub- le tha l 

concentrations of peroxisomicine Al. The possible impact of these s tudies 

on the use of methylotrophic yeasts as model organisms in toxicology is 

discussed. 



2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Microorganisms and growth conditions 

Wild type (WT) Hansenula polymorpha CBS 4732, H. polymorpha leul-1 

(GLEESON etal., 1979), H. polymorpha RV31 (this work) and H. polymorpha 

leul-1 L17 (this work) were grown in batch cultures in mineral media a t 

37°C (VEENHUIS et al., 1979, VAN DER KLEI et al., 1991). As carbon sources 

either 0.5 % glucose, 0.5 % glycerol, 0.5 %ethanol or 0.5 % methanol w e r e 

used and as nitrogen source either 0.25 % ammonium sulphate or 0.25 % 

methylamine. Leucine was added to a final concentration of 30 mg L 

Growth was monitored by measuring the optical density of the cultures a t 

660 nm in a Vitatron colorimeter (A660). In addition, the strains w e r e 

grown in carbon-limited continuous cultures at 37°C in mineral m e d i u m 

(VAN DER KLEI et al., 1991) supplemented with either 0.25 % glucose or 0 .25 

% glucose/0.3 % methanol at a dilution rate (D) of 0.1 h"1. 

2.2. Peroxisomicine treatment of intact cells 

The strains were pregrown to the mid-exponential growth phase (Ae6o = 1.5 

- 1.8) in batch cultures supplemented with 0.5 % glucose and subsequen t ly 

shifted into fresh 0.5 % methanol-containing media at an A^o of 0.1. A f t e r 

2 hours of induction the cells were concentrated (by centrifugation) in 

fresh methanol-media to an A660 of approximately 1.0 and peroxisomicine 

Al was administrated at a concentration of 5 ng ml'1 . Samples were t a k e n 

at 1 or 2 h after addition of peroxisomicine Al and analyzed for cell 



viability, the capacity to grow on methanol and their subce l lu la r 

morphology, using untreated cells as control. Growth was initially tested on 

2% Bacto agar plates containing 0.67 % YNB (yeast nitrogen base w i t h o u t 

amino acids) and 0.5 % glucose (YND) or 0.5 % methanol (YNM). For viability 

tests peroxisomicine Al treated cells were spread on YND plates. To 

identify methanol-utilization-defective (Mut ) strains, cells were spread on 

YND plates at a dilution that produced approximately 500 colonies p e r 

plate; after 3 days of incubation at 37"C the YND plates were r ep l i ca -p la t ed 

onto YNM plates; after another 3 days of incubation at 37°C, colonies wh ich 

failed to grow on methanol were isolated and further analyzed. 

2.3. Preparation of crude extracts and biochemical methods 

Crude extracts were prepared as described before (VAN DlJKEN et al., 1976) . 

Alcohol oxidase (AO; EC 1 . 1 . 3 .13 ) was assayed as described by VERDUYN et 

al. ( 1 9 8 4 ) and catalase (EC 1.11.1.6) by the method of LUCK ( 1 9 6 3 ) . Prote in 

concentrations were determined according to BRADFORD (1976) using 

bovine serum albumin as standard. Residual growth substrates in t h e 

culture fluid were determined after removal of intact cells b y 

centrifugation in an Eppendorf microfuge, maximal speed, 5 min. Methano l 

was determined by gas chromatography (LAANBROEK et al., 1 9 8 2 ) , a n d 

glucose by the glucose oxidase-peroxidase method (Boehringer, Mannhe im, 

FRG). 

2.4. Cloning and sequence analysis 

To enable cloning of the L17 gene by functional complementation, m u t a n t 
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LI 7 was transformed by electroporation with a H. polymorpha gcnomic 

library in vector pHRP2. Transformants were screened for the ability to 

grow at normal rate on methanol-containing plates. From one posi t ive 

transformant, a plasmid pHRP2 with an insert of 2.8 kb could be isolated 

and re trans formation to the LI 7 mutant showed that indeed this p lasmid 

could functionally complement the LI 7 mutant. Double-stranded DNA 

sequencing of the complementing insert was performed using an ABI 313 A 

automatic sequencer (Applied Biosystems Inc.) using the Taq Dye Deoxy 

Terminator Cycle Sequence Kit. 

2.5. Electron microscopy 

Whole cells were fixed with 1.5 % (w/v) KMnCU for 20 min at room 

temperature. The samples were poststained in 1 % (w/v) uranylace ta te , 

dehydrated in a graded ethanol series and embedded in Epon 812. 

Ultra thin sections were cut with a diamond knife and examined in a Philips 

EM 300. 

2.6. Immunocy to chemistry 

For immunocy tochemistry, intact cells were fixed in 3 % ( v / v ) 

glutaraldehyde in 0.1 M sodiumcacodylate buffer, pH 7.2, for 30 min at 0°C 

dehydrated in a graded ethanol series and embedded in Lowicryl K.4M. 

Immunolabelling was performed on ultrathin sections according to t h e 

method described by SLOT and GEUZE (1984) using specific ant ibodies 

against alcohol oxidase, catalase and dihydroxyacetone synthase. For 

labeling of the primary antibodies either 10 nm protein A-gold or 15 n m 



gold labeled goat-anti-rabbit antibodies were used. 

2.7. Miscellaneous 

H. polymorpha NCVC495 (adell met6), H. polymorpha RV31, % 5 - f l uo ro -

urotic-acid (5-FOA) resistant mutant derived from this strain (H. 

polymorpha RV31 ura3~) and H. polymorpha L17 were used for genetic 

analysis. Mating, complementation analysis, sporulation and random spore 

analysis were performed as described previously (CREGG et al., 1990; 

TRTORENKO et al., 1993; GLEESON and SOUDBERY, 1988) . 

3. RESULTS, 

3.1. Peroxisomicine Al specifically affects peroxisome integrity of H. 

polymorpha cells. 

Previous experiments suggested that the peroxisomicine Al induced 

damage of peroxisomes in methanol-grown cells may be i r revers ib le 

(SEPULVEDA et al., 1992). For this reason we now studied the effect of the 

toxin in H. polymorpha WT cells which are known to contain generally only 

a single peroxisome, namely in cells pregrown in batch cultures to the mid -

exponential growth phase on glucose and subsequently incubated in 

methanol-containing media for two hours (VEENHUIS et al., 1979). We 

anticipated that damage of this single organelle might have severe 

consequences for the capacity of the cells to grow on methanol since the 

metabolism of this compound is strictly dependent on the presence of 



intact organelles (VAN DER KLEI et al., 1991). However, the g rowth 

experiments revealed that the viability of these freshly me thano l - induced 

cells after peroxisomicine Al treatment was similar as observed before in 

that concentrations > 1 0 jig ml"1 were lethal whereas lower concent ra t ions 

were sub-lethal in a dose/response related manner (for details see 

SEPULVEDA et al., 1992). 

Electron microscopical data revealed that treatment of cells, incubated in 

methanol for 2 h, with 5 pg ml"1 peroxisomicine Al for 1-2 h specifically 

affected peroxisomes. As expected, the cells contained generally a single 

organelle, which frequently displayed ruptures of its su r rounding 

membrane; other subcellular membranes, e.g. the cell membrane and 

surrounding membranes of nuclei, mitochondria or vacuoles were vir tual ly 

unaffected (Fig. 2A). Similar results were obtained with the H. polymorpha 

leu l'l auxotrophic strain (data not shown). We conclude from this t ha t 

peroxisomicine Al , when administrated at sub-lethal doses, does affect the 

integrity of the peroxisomes in H. polymorpha but not their development. 

3.2. Isolation and biochemical characterization of methanol- utilization-

defective (Mut) strains from peroxisomicine Al treated cells. 

To further investigate the reversibility of the peroxisomicine AI- induced 

damage of peroxisomes, cells were incubated in the presence of 5 p,g m l 1 

peroxisomicine Al for 1-2 hours and subsequently analyzed for growth on 

glucose and methanol by means of the replica-plating technique descr ibed 



in Material and Methods. These experiments resulted in the isolation of 

strains which were impaired to grow on methanol on solid agar plates , 

although at very low frequencies. Morphological analyses of cells, induced 

for 24 h on methanol, of the various strains obtained revealed that the cells 

were invariably affected in peroxisome size and/or number, ranging f r o m 

cells containing large organelles of abnormal shape (pss pheno type ; 

(TlTORENKO et al., 1992) to cells with few relatively small organelles (Fig. 

2D). 

Two strains, designated RV31 and L17 ( leuJ-1) , were selected for f u r t h e r 

analysis on the basis of their growth properties and peroxisome 

morphology. YND-grown colonies of both strains, replicated on YNM plates, 

failed to grow in a period of 5 days, after which growth started albeit v e r y 

slow as compared to WT controls (Fig. 3). Subsequent studies in l iquid 

cultures showed that the strains were able to grow on various carbon and 

nitrogen sources tested, including those that require pe rox i some-borne 

enzyme activities for growth (Table 1; not shown for strain L17). However, 

the final optical density of the cultures always remained below the va lues 

observed for WT controls. Of all compounds tested, growth on me thano l 

was most severely affected (Fig. 4). As is evident from this Figure, the r a t e 

of methanol utilization by RV31 cells is reduced compared to WT controls, 

although methanol is fully used up in both cultures. This is in a g r e e m e n t 

with the finding that AO activity is normally induced, although at a 

reduced levels compared to WT cells; in contrast, catalase activities w e r e 

not affected (Table 2). However, comparison of the amounts of me thano l 

used and the optical density of the culture, e.g. at a residual concentrat ion 



of approximately 0.25 % methanol (Fig. 4; A^o RV31 = ± 2 , K$6o WT = ± 3), 

clearly show that the conversion of the carbon source into biomass is m u c h 

less efficient in the RV31 strain. 

A reduced yield was also evident in glucose-limited chemostat cultures of 

both strains, to which methanol was added as a second growth subs t ra te . 

The data obtained showed that the final yield of cultures of L17, m e a s u r e d 

as A66o at steady state conditions, was slightly reduced compared to WT 

controls (L17 A660 = 6.6, WT A « 0 = 7.0). In both the L17 and the WT 

cultures no residual glucose or methanol could be detected in the cu l tu re 

medium when the cultures had reached steady state conditions. Similar 

results were obtained with strain RV31. Also in chemostat-grown cells t h e 

specific AO activity remained significantly below the values normal ly 

found in WT cultures (AO activity L17 s 2.2 Units (mg. protein)"1, WT = 8.0; 

VAN DER KLEI et al. 1991). 

3.3. Ultrastructural analysis. 

The morphological adaptations of L17 and RV31 cells, following a shift of 

cells from glucose to methanol-containing media, was examined by electron 

microscopy. The data, summarized in Fig. 5 show that in the initial 4 hours 

after the shift peroxisomes developed (Fig. 5A). Typically, the organel les 

showed ruptured peroxisomal membranes in ultrathin sections of KMn04 -

fixed cells, while other organelles showed no obvious morphological 

deviations. Before this time no visible differences had ocurred in the cells. 



As described previously, within the first 2 h after the change over t h e 

methanol, one small peroxisome per cell, surrounded by a single continuous 

membrane were found (VEENHUIS et al„ 1979). Immunocy tochemica l 

experiments on sections of these cells, using a-AO, a-CAT or a-DHAS, 

revealed that bulk of the Labeling was concentrated on peroxisomal 

profiles; however, also a low but specific labeling was observed in t h e 

cytosol (Fig, 5CJ); not shown for DHAS). After approximately 8 h of 

incubation the initially formed organelles had reached their mature size 

and multiplied by fission. At this stage of cultivation also the f i r s t 

degrading peroxisomes were observed. Our data strongly suggested that in 

particular the larger, mature organelles were subject to degrada t ion 

resulting in cells which generally contained only few, relatively small 

peroxisomes in conjunction with one or few organelles in various stages of 

degradation (Fig. 5B). After entering the stationary growth phase (> 24 h of 

incubation) the cells of the culture gradually degenerated a n d 

subsequently died. Also in chemostat cultures of L I7 and RV31 on 

glucose/methanol mixtures a high turnover rate of individual peroxisomes 

was observed (not shown). As a consequence, such cells contained a 

relatively low volume density of peroxisomes. This low volume density was 

in good agreement with the observed specific AO activities (see above). 

3.4. Genetic analysis 

In order to study whether the L17 and RV31 strains were in fact m u t a n t s 

affected in the same gene, genetic analysis was performed. Since mating of 

RV31 and L 1 7 l e u l - 1 with the auxotrophic H. polymorpha adeil met6 

strain failed, we generated a 5-fluoro-orotic-acid (5-FOA) resistant m u t a n t 
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from RV31 (BOEKE et al., 1984). The resulting H. polymorpha RV31 ura3 

strain was crossed with L17. In order to establish whether the even tua l 

mutations in RV31 ura3' and L17 leul-1 causing the mut' p h e n o t h y p e 

were recessive or dominant, both mutants were crossed with the i r 

corresponding mutual isogenic strains carrying complementary marke r s , 

namely ura3~ and leul-1, respectively. After crossings, all diploids 

normally grew on methanol at WT rates. Random spore analysis revea led 

that strains L17 and RV31 behave as recessive mutants which cannot 

complement each other. 

The H. polymorpha L17 leul-1 strain was used for transformation with a H. 

polymorpha genomic library (GLEESON et aL, 1988) . T r a n s f o r a t i o n was 

carried out by the routine procedure, described before ( F A B E R , et aL, 1 9 9 4 ) . 

Transformants were selected on YND plates, lacking leucine. After 3-4 d a y s 

the transformants were replica-plated onto YNM-plates and selected for 

the restoration of growth on methanol as a sole source of carbon and 

energy at WT rates. One positive transformant was selected; plasmid DNA 

was isolated from this strain and amplified in E. coli. Restriction analysis of 

purified plasmid DNA from E. coli revealed a 2.8 kb H. polymorpha genomic 

fragment which, after retransfo rotation in H. polymorpha L17, 

complemented the original growth defect of the strain on methanol . 

Electron microscopical analysis of the transformed H. polymorpha L17 

strain revealed that the cells contained normal peroxisomes and did not 

display the typical peroxisome membrane ruptures and organelle t u rnove r 

events of the LI7 host strain during methylotrophic growth. The 



complementing fragment was isolated as a Nhel-Sphl fragment and cloned 

into the Smai site of pBIuescript 11 SK* using blunt-end cloning. Sequencing 

of the 2.8 kb fragment revealed no apparent open reading frames (ORFs); 

also, the sequence obtained did not show any significant homologies wi th 

known sequences in the databases. 

4. Discuss ion . 

We have isolated two strains of the methylotrophic yeast Hansenula 

polymorpha affected in the normal use of methanol as sole source of 

carbon and energy, which were obtained after treatment of whole cells 

with the plant toxin peroxisomicine Al. As shown before (SEPULVEDA et al., 

1992). Peroxisomicine Al affects the integrity of the peroxisomal 

membrane when administrated at sub-lethal doses to me thano l -g rown 

cells of H. polymorpha. Our present result suggests that damage of the 

peroxisomal membrane of H. polymorpha by peroxisomicine Al is a highly 

reproducible event and furthermore confirmed the suggestion t ha t 

peroxisomes may indeed represent the initial target organelle of the toxin-

514, which is therefore now designated peroxisomicine Al. Likely, the f i r s t 

target of the toxin is one (or more) specific peroxin(s), essential fo r 

peroxisome integrity. Possible target molecules are HpPex3p (BAERENDS^R 

al., 1996), an integral membrane protein essential for the m e m b r a n e 

biosynthesis and integrity, or HpPex6p, a AAA ATPase essential fo r 

peroxisome biogenesis and associated with the peroxisomal m e m b r a n e 

( K I E L et al., submitted). 



The two strains isolated (RV31 and L17) are clearly affected in perox isome 

function. This was convincingly demonstrated by the findings that i) t h e 

enzymes essential for methanol catabolism were present and ii) t h e 

biomass in batch cultures of both strains was significantly dec reased 

compared to WT controls while methanol was fully consumed by the cells. 

However, methanol can normally be used as additional energy source in 

glue ose-limited cultures and then results in an increase in biomass which is 

largely comparable to identically grown WT cultures, indicating that t h e 

cytosolic dissimilation pathway is apparently efficiently operative. Our data 

therefore led us to conclude that growth of strains RV31 and L17 in ba tch 

cultures on methanol as the sole carbon and energy source suffers f r o m 

specific energetic disadvantages in particular in the catabolism of 

methanol. We speculate that these disadvantages are related to peroxisome 

dysfunction rather than to other defaults in methanol i n t e rmed ia ry 

metabolism and are most likely related to hydrogen peroxide metabol ism. 

As shown before (VAN DER KLEI ei al., 1991 ) , decomposition of hydrogen 

peroxide in methanol-grown H. polymorpha other than by peroxisomal 

catalase is energetically disadvantageous and leads to reductions in 

biomass. In L17 and RV31 cells hydrogen peroxide leakage from d a m a g e d 

organelles can easily be envisaged thus explaining the negative growth 

effects . 

At present we can only speculate on the nature of the mechanism which 

accounts for the functional complementation of strain L17 with the isolated 



2.8 kb genomic fragment. Clearly, this fragment does not contain a well-

defined open reading frame (ORF) and as a consequence it does not contain 

a complete gene encoding for a specific protein. A likely explanation for its 

complementing effect is that the DNA fragment contains regu la to ry 

sequences which either interfere with a specific supressor gene or, less 

likely, that it encodes for only part of the mutated protein a n d 

complements by a recombination event. If the fragment acts as a p r o m o t e r 

it may bind to transcription factors resulting in a change in the express ion 

of certain genes and thus in faster growth on methanol. 

It is also not beyond doubt whether peroxisomicine Al can act as a 

mutagenic agent. After peroxisomicine-treatment of WT cells only f e w 

constitutive Mut' colonies were picked up and these low frequencies could 

readily be interpreted as representing spontaneous mutations. However, 

the genomes of the H. polymorpha strains used are very stable a n d 

spontaneous mutations are extremely scarce under normal l abora tory 

conditions. Moreover, at least one example is known in which a comparab le 

drug (the cytostaticum adriamycin ( K E Y A N I and KEYANI, 1980) has a s t rong 

effect on peroxisome proliferation in yeast apparently due to a mutation of 

the proliferation machinery. Therefore, a mutagenic effect on the yeast b y 

the toxin might be possible. In both strains isolated, it resulted in an 

irreversible slow growth on methanol after removal of the toxin. A possible 

explanation for this is that the mutation caused overexpression (or 

suppression) of a specific gene which resulted in restoration of normal 

growth of the strain on methanol. The yeast multidrug resistant p h e n o t y p e 

due to overexpression of certain genes has been firmly documented (BALZI 
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and GOFFEAU, 1995); the Saccharomyces cerevisiae PDR1, PDR3, PDR7 a n d 

PDR9 genes encode transcription regulators that control the expression of 

the gene PDR5 which encodes a membrane protein of the ATP-binding-

cassette protein family, functioning as a drug extrusion pump (SWARTZMAN 

et al„ 1996). The possibility to use H. polymorpha as a model organism fo r 

toxicology, related to peroxisome function, is currently explored. 
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Table 1. Optical densities of H. polymorpha wild type (WT) cells and RV31 

cells, grown in batch cultures supplemented with various carbon and 

nitrogen sources. 

Stra in Growth conditions Optical density <A«60) 

WT glucose/ammonium sulphate 5.5+0.1 

RV31 glucose/ammonium sulphate 5.2±0.2* 

WT ethanol/ammonium sulphate 5.0±0.2 

RV31 ethanol/ammonium sulphate 3.4±0.03* 

WT glycerol/ammonium sulphate 8.6±0.1 

RV31 glycerol/ammonium sulphate 6.2+0.02* 

WT glucose /me thy lamine 4.3±0.1 

RV31 g lucose /methylamine 3.4±0.02* 

Data are presented as final optical density of cultures in the s ta t ionairy 

growth phase. Each value is shown as mean of three determinations ± S.E. 

•Significant difference from WT by Student's t-test (p<0.05). 



Table 2. Activities of alcohol oxidase and catalase in Hansenula polymorpha 

RV31 cells after a shift of cells from glucose into methanol -conta in ing 

media . 

Time (h) alcohol oxidase* cata lase 

RV31 cells WT cells RV31 cells WT cells 

0 0 0 , 2 .9±0.8 ' 3.1±0.2 

4 0.7+0.2 0.7+0.3 93+2.1 98±1.8 

8 1.2±0.1 2.5±0.3 144±1.5 148±1.8 

12 2.3±0.5 4.2±1.2 177±1.6 173±2.0 

2 4 2.5±0.2 4.7±1.5 196+2.5 190+3.1 

•Alcohol oxidase is expressed as Units, mg protein'1, catalase as AF,240- min . 

mg protein'1. 

tEach value is shown as mean of three determinations ± S.E. 



LEGENDS FOR FIGURES. 

Electron micrographs are taken of KMnOi-fixed cells unless o the rwise 

stated. Abbreviations: N. nucleus; M, mitochondrion; P, peroxisome; V, 

vacuole. The bar represents 0.5 11m. 

Fig. 1. Structure of toxin 514 (peroxisomicine Al) . 

Fig. 2. Ultrathin section of KMnO^ftxed cells of H. polymorphs, grown in 

batch culture on 0.5 % methanol for 4 h (Fig. 2A) and 12 h (Fig. 2B). A f t e r 

subsequent incubatioon with 5 ng ml'1 peroxisomicine Al , the typical 

damage of the peroxisomal membrane is observed (Fig. 2C; arrow). Fig. 2D 

shows the relatively large peroxisomes of irregular shape observed in 

other incubated strains after peroxisomicine Al treatment. 

Fig. 3. Replica-plating technique showing methanol-utilization defec t ive 

colonies isolated after treatment of Hansenula polymorpha WT cells wi th 

peroxisomicine Al. The plates were incubated for 5 days at 37°C. Upper 

panel: WT controls A: glucose, B: methanol: lower panel RV31 cells (C 

glucose, D: methanol). 

Fig. 4. Growth (A) and metanol utilization (A) of H. polymorpha wild t ype 

and RV31 cells (O growth; • methanol concentration) after a shift of cells 

from glucose into fresh cultures, supplemented with 0.5 % methanol . 

Growth is expressed as optical density at 660 nm (A6«>)> me thano l 



concentrations as percentages in the culture medium. Each value is t h e 

mean of three determinations. 

Fig. 5. Ultrathin section of strain RV31, grown in batch culture on 0.5 % 

methanol for 4 h, showing development of a peroxisome with a r u p t u r e d 

peroxisomal membrane (Fig. 5A; arrow). Compare also Fig. 2A/C for datails. 

Fig. SB shows the initial stage of peroxisome degradation, namely uptake of 

the organelle (*) in the vacuole. Fig. 5C,D: immunocytochemical expe r imen t s 

on ultrathin sections of methanol-induced RV31 cells, labeled with specific 

polyclonal antibodies against alcohol oxidase (Fig. 5C) and catalase (Fig. 5D). 

la both experiments most of the labeling is observed on peroxisomal 

profiles while a minor labeling is evident on the cytoplasm (Lowicryl 

sections; a -AO or a-CAT and goat-a-rabbit/gold, uranyl acetate). 
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