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Naci el  16  de Enero de  1991  en la comuna de Las Condes,  Santiago. Creci y

vivi  en   la  comuna  de  La  Reina  durante  toda  mi   vida,   estudiando  en  el   Liceo

Experimental Manuel de Salas hasta 6° basico y de alli en adelante en el Colegio Las

Americas. En este conoci mi gran pasi6n por las ciencias, siendo influenciado en las

areas de  la Biologia,  la Quimica y hasta  la Genetica por mis profesores  lo cual me

motiv6 a realizar mis estudios en estas areas.

El  2009  ingres6  a  la  Universidad  de  Chile  a  la  carrera  de  Ingenieria  en

Bioteenologfa Molecular fascinado desde el primer minuto por la carrera, lo cual me

motiv6 a trabajar en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad

de Ciencias de la Universidad de Chile desde temprano en la carrera y luego mi pasi6n

por la genetica me llev6 a trabajar en el laboratorio de Gen6tica de la misma unidad

academica, en la cual me acogi6 el profesor Victor Cifuentes con el cual desarrolle mi

seminario de titulo.
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RESUREN

La astaxantina es un carotenoide de interes industrial y uno de los productos

caracteristicos de la levadura Jra#!foapky//om);ces cJc7zdror¢oefs. Entre los estudios de

la carotenogenesis en esta levadura, se ha encontrado una relaci6n entre las rutas de

producci6n de carotenoides y de esteroles, siendo el ergosterol el esterol principal en

levaduras.  Cepas mutantes  que no  producen ergosterol,  sobreproducen astaxantina,

sugiriendo   un   mecanismo   de   regulaci6n   por   ergosterol   sobre   la   sintesis   de

carotenoides.   Ademds, previamente era conocida la inhibici6n de la carotenog6nesis

por  el  consumo  de  glucosa.  Por  otra  parte,  ambas  vias  de  sintesis  comparten  los

mismos precursores y en ambas participan enzimas citocromo P450. Debido a esto, el

objetivo  de  este  trabajo  fue  estudiar  el  efecto  del  antimic6tico  ketoconazol,  un

inhibidor de enzimas P450, sobre la sintesis de astaxantina y ergosterol, analizando el

efecto sobre la cantidad de producto obtenido y relacionindose con la regulaci6n por

el efecto de la fuente de carbono.

Para ello, se determin6 la EC5o del antimic6tico sobre rna capa silvestre. siendo

de 0,25  pug/ml para cultivos crecidos a 22 °C en medio YM, al cual se le extrajeron

carotenoides   y   esteroles   observando   que   los   carotenoides   totales   aumentaban

aproximadamente un 13% y la proporci6n de astaxantina un 20%; a su vez,1a cantidad

de esteroles disminuy6 alrededor de un 40% junto con una disminuci6n de un 27% de

la fracci6n de ergosterol.

Luego, la levadura se cultiv6 en medio YM sin glucosa hasta alcanzar la fase

estacionaria y se  separ6  en  6  matraces  a los que  se les  adicion6:  i)  sin tratamiento



(control), ii) ketoconazol a rna concentraci6n final de 0,25  pug/ml, iii) glucosa a una

concentraci6n  final  de  10  g/1,  iv)  maltosa  a  una  concentraci6n  final  de  15  g/I,  v)

ketoconazol   y   glucosa   a   concentraciones   finales   de   0,25    rig/ml   y    10    g/I,

respectivamente y vi) ketoconazol y maltosa a concentraciones flnales de 0,25  ug/ml

y 15 g/I, respectivamente. Los matraces se incubaron por 24 h a 22 °C con agitaci6n

constante y luego se extrajeron los carotenoides y esteroles. Respecto al efecto de la

fuente de carbono, se encontr6 que la adici6n de maltosa y ketoconazol increment6 en

alrededor de un 23°/o la producci6n de carotenoides respecto al control, a diferencia de

los cultivos a los que se agreg6 s6lo glucosa donde la producci6n de carotenoides s6lo

alcanz6 aproximadamente un 67°/o respecto al control.

Ademas,  se  observ6  que  genes  participantes  en  las  rutas  de  formaci6n  de

astaxantina y ergosterol aumentaron su expresi6n al utilizar una fuente de carbono, el

maximo aumento de expresi6n de cr/S se encontrd al utilizar maltosa y ketoconazol

siendo  88,2 veces por sobre el control. En las mismas condiciones,  la expresi6n del

gen ZIIn4Gfz aument6 en 24,3 veces y el de C}p5/ en 17,8 veces.

Se  concluye  que  existe  una  relaci6n  entre  los  niveles  de  ergosterol  y  de

carotenoides en la levadura, donde la disminuci6n de ergosterol favorece la sintesis de

astaxantina.  Ademas,  utilizar  maltosa  en  un  medio  con  ketoconazol  aumenta  los

niveles   de   enzimas   carotenogenicas,   aumentando   el   porcentaje   de   astaxantina

producido.



ABSTRACT

Astaxanthin   is   a   carotenoid   of   industrial   importance   and   one   of  the

characteristic products of xanthophyllomyces dendrorhous yeast. Among the studies

about carotenogenesis in this yeast, a relation has been found between carotenoid and

sterol routes, being ergosterol the main sterol in yeasts. Mutant strains which do not

produce  ergosterol,  ovexproduce  astaxanthin,  suggesting  a  regulation  mechanism

driven by ergosterol  over carotenoid  synthesis.  Also,  it was previously known the

carotenogenesis   inhibition   mediated   by   glucose   consumption.   Moreover,   both

synthetic pathways share the sane precursors and in both participate cytochrome P450

enzymes.  Because of this, the objective of this work was to  study the effects of the

ketoconazole  antifungal,  an  inhibitor of P450  enzymes,  over the  synthesis  of both

astaxanthin and ergosterol, analyzing the effects over the amount of obtained products

and relating it to regulation driven by the effect of the carbon source.

For this puipose, the EC50 of the antifungal was determined on a wild strain,

being 0.25  pug/ml for cultures grown in YM broth at 22 °C, to which the carotenoids

and sterols were extracted observing that total carotenoids increased about  13% and

the astaxanthin proportion a 20%; in turn, the amount of sterols decreased around 400/o

with a reduction of 27% in the fraction of ergosterol.

Then,  the  yeast was  growth  in YM broth without glucose  until  it reached

stationary phase  and was  split  into  6  flasks  to  which were  added:  i)  no  treatment

(control),  ii)  ketoconazole at final concentration of 0.25  pug/ml,  iii)  glucose at fmal

concentration of 10  g/I, iv) maltose at final concentration of 15 g/I, v) ketoconazole



and  glucose  at  final  concentrations  of 0.25  Hg/ml  and  10  g/I,  respectively  and  vi)

ketoconazole   and   maltose   at   final   concentrations   of  0.25   pug/ml   and   15   g/I,

respectively. The flasks were incubated at 22 °C  for 24 h with constant stirring and

then carotenoids and sterols were extracted. Regarding the effect of the carbon source,

it  was  found  that  the  addition  of maltose  and  ketoconazol  increased  carotenoid

production by about 23% relative to control, unlike cultures were only glucose was

added where  carotenoid production only reached  approximately  67%  compared to

control.

It  was  also  noted  that  genes  participating  in  astaxanthin  and  ergosterol

pathways increased their expression when a carbon source was used,  the maximum

increase in the expression of crts was found when using maltese and ketoconazole,

being 88.2 fold above control. Under the same conditions, the expression of HMGR

gene increased 24.3 fold and CYP51 gene in 17.8 fold.

It's concluded that a relation exists between carotenoids and ergosterol levels

in the yeast, where lower levels of ergosterol promotes the astaxanthin synthesis. Also,

using  maltose  in  addition  to  ketoconazole  increases  the  levels  of  carotenogenic

enzymes, increasing the percentage of astaxanthin produced.

xii



1. INTRODUCCI0N

La levadura basidiomicete .Xc!#£feopky//om)/ces de#drorfto#s es un organismo

de gran potencial biotecnol6gico (Rodriguez-Saiz y col., 2010) y de particular interes

para Chile debido a que  se hen aislado cepas aut6ctonas  en  el  sur del pals y en  el

territorio  sub-anfartico chileno, ademas de otras regiones del mundo  (Weber y col.,

2008; Contreras, 2014). El principal inter6s que se ha generado en tomo a esta levadura

es por su producci6n de agentes antioxidantes y su coloraci6n anaranjada debido a los

pigmentos del tipo carotenoides que ella produce (Andrewes y col., 1976).

Los  carotenoides  son pigmentos  que presentan una maxima absorbancia en

longitudes de onda de la luz visible, observindose colores que van desde tonalidades

amarillas hasta el rojo inteuso (Armstrong y Hearst,  1996).  Se ha descrito que estos

pigmentos tendian un efecto fotoprotector y antioxidante, por lo cual no es de extrafiar

que se encuentren ampliamente distribuidos en el drbol de la vida, desde microalgas

hasta plantas terrestres (Britton,1995) cumpliendo importantes roles biol6gicos. Por

otra  parte,  por  su  atractiva  coloraci6n  y  propiedades  quimicas,  los  carotenoides

tambi6n   son   considerados   como   un  producto   de  gran   inter6s   para  la  industria

farmacol6gica,  cosm6tica,  de  alimentos y  otras  (Mata-G6mez  y col.,  2014).  Es  asi

como en el afro 2010 el mercado de los carotenoides alcanz6 los 1,2 billones de d6lares

y  se  estima  que  las  ventas  alcanzarin  los  1,8  billones  de  d6lares  en  el  afro  2018

(www.bccresearch.com) siendo los mss importantes en ventas el P-caroteno, la luteina

y la astaxantina.



La astaxantina pertenece al grupo de las xant6filas (carotenoides que contienen

gruposfuncionalesoxigenados),seencuentrapresenteenalgasrojasydalacoloraci6n

rojizayamarillentaadiversosorganismosmarinos,enparticularpequefioscrustaceos,

que  a  su  vez  son  el  alimento  de  organismos  mayores  como  el  salmon.  El  color

caracteristico  de  la  came  de  salm6n  viene justamente  de  su  dieta  y  se  debe  a  la

presencia de astaxantina en los organismos que naturalmente este consume (Shearer;

1992). Sin embargo, en cautiverio los peces no tienen acceso a rna fuente natural del

carotenoide por lo que es necesario suplementar dicho compuesto que no s6lo le otorga

el color a la came sino que tambi6n se ha demostrado que mejora el sistema inmune

tanto en los salm6nidos como en humanos (Higuera-Ciapara y col., 2006). Por estos

motivos, las salmoneras tienen que incurrir en altos gastos para comprar astaxantina

(Sanderson y Jolly, 1994), representando hasta aproximadanente un 25% de los costos

de alimentaci6n (Webbster y Lim, 2002).

La  astaxantina  disponible  comerofalmente  es  producida  mayoritariamente

mediante  m6todos  quimicos  (Surmatis  y Thommen,  1967);  sin embargo,  por estos

metodos se produce como una mezcla rac5mica de distintos is6meros de astaxantina y

entre ellos s6lo uno es biol6gicamente activo y, por lo tanto, util para su consumo por

partedelossalmonesyfinalmenteparalosbeneficiosqueaportarianalasaludhumana

(Higuera-Ciapara, 2006). Ademas, actualmente por parte de los consumidores existe

rna  mayor  demanda  por  productos  de  origen  natural  sobre  las  fuentes  sint6ticas

(Boussiba y col.,  2000).  Lo  anterior, junto  con  la creciente preocupaci6n por tener

fuentes  autosustentables  de producci6n,  han  impulsado  la bdsqueda de  organismos

capaces de sintetizar naturalmente el compuesto dentro de los cuales destacan el alga



verde   de  agua  dulce  jJczemafococc#s  p/"vz.cz/I.s   y  la  levadura  basidiomicete  .r.

c7e#drorfoowS (Lorenz y Cysewski, 2000) en la cual hemos centrado nuestros estudios.

La astaxantina corresponde al producto final de la sintesis de carotenoides en

jx  dej4drordows,  representando  aproximadamente  un  60-70%  de  los  carotenoides

totales   acunulados   (Johnson  y  Lewis,   1979).   Sin   embargo,   la   producci6n   de

astaxantina en cepas silvestres de la levadura es de aproximadamente 300-400 pug/g de

peso seco, lo cual resulta en una baja productividad para competir en el mercado con

la sintesis quinica del producto (Rodrfguez-Saiz y col., 2010). Por este motivo, se ban

realizado  diferentes  estrategias  para  favorecer  la  sintesis  de  este  compuesto  en  la

levadura incluyendo optimizaci6n de su cultivo, mutagenesis al azar y sitio dirigida,

entre  otros  (Rodriguez-Saiz  y  col.,  2010).  Ademas,  existen  diversos  estudios  que

buscan conocer y comprender la regulaci6n de la ruta de sintesis de carotenoides para

buscar  nuevas   altemativas   para   sobre-producir   astaxantina   mediante   ingenieria

genetica y/o ingenieria metab6lica (Schroeder y Jolmson, 1995; Johnson y An, 1991).

Laproducci6ndeastaxantinaenJF.de#dror*owsocurremedianteunacompleja

ruta metab6lica que comienza con el precursor comtin a diversas rutas metab61icas, el

acetil CoA, el cual es transfomado en 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-

CoA)  y posteriormente  en mevalonato  (MVA)  donde participa  la  enzima hidroxi-

metilglutaril-coenzima A reductasa (HMGR) (figura 1), un paso clave en la regulaci6n

del flujo metab6lico. Posteriormente, el MVA es transformado a un compuesto de 5

carbonos  (C5),  el  isopentenil pirofosfato  (IPP),  compuesto  que  sirve  de  bloque  de

construcci6n en la sintesis de una gran familia de compuestos naturales que se conocen

como  isoprenoides.   Condensaciones  de  distintas  unidades  de  IPP  y  posteriores



oxidaciones y ciclaciones de las moleculas generadas, dan origen a una diversidad de

productos incluyendo carotenoides y esteroles (Choi y Koo, 2005).

Acetil-g3&

I

`\
Acetoacetil-CoA EE

GGPP
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Figura   1:   Ruta   de   biosintesis   de   carotenoides   y   esteroles   en   X.   dewdrowho«s.
En X. de#dror7!ous, los metabolitos precursores de las rutas de sintesis de astaxantina (cuadro
anaranjado) y de ergosterol (cuadro amarillo) derivan de la ruta del mevalonato (cuadro gns).
En el circulo verde se destaca el gen fzn4Gji que colTeaponde a uno de los prmcipales puntos
de regulaci6n y cuya expresi6n es regulada negativanente por ergosterol afectando tanto a la
sintesis  de  esteroles  como  la  de  carotenoides.  En circulos  azules  se  destacan  las  enzimas
citocromo  P450 involucrados  en las rutas  de  sintesis  de astaxantina (Crts)  y de ergosterol
(CYP5l  y  CYP61),  ademds  de  la  enzima  CrtR  que  coITesponde  a  rna  enzima  del  tipo
citocromo P450 reductasa, CPR. Las enzimas citocromo P450, corresponden a los blancos de
los compuestos az6licos como el ketaconazol.



En  la ruta de  sintesis  de  isoprenoides,  el MVA  es transformado  en  famesil

pirofosfato (FPP, Ci5) por una serie de reacciones, siendo el FPP el dltimo precursor

comtin  entre  las  rutas  de  sintesis  de carotenoides y esteroles.  Tal  como  muestra la

figura 1, al FPP se le adiciona una molecula de IPP formando geranilgeranil pirofosfato

(GGPP,  C2o)  por  el  producto  g6nico  del  gen  cr£E  que  da  paso  a  la  sintesis  de

carotenoides; en cambio mediante la enzima escualeno sintasa, dos mol6culas de FPP

se  condensan por  acci6n  de  la  enzima  FPP  sintasa  (gen  FPD  para  dar  origen  al

escualeno (C3o) dando inicio a la sintesis de esteroles propiamente tal (Alcaino y col.,

2014;  Shumskaya y Wurtzel,  2013).  En hongos,  el producto  final  de  la sintesis  de

esteroles es el ergosterol, el cual es un importante componente estnictural y regulador

de  la membrana lipidica de 6stos, teniendo  efecto  en  la fluidez  de  la membrana,  el

grosor y la permeabilidad de 6sta (Loto y col., 2012); mientras que en .X. de#dror¢o#s,

el producto final de la sintesis de carotenoides corresponde a la astaxantina.

Como se mencion6 anteriormente, el MVA es un precursor comdn para la ruta

de sintesis de carotenoides y esteroles, y se ha demostrado que una mayor producci6n

de   6ste   favorece   la   producci6n   de   dichos   compuestos   debido   a   una   mayor

disponibilidad de sustrato y por consiguiente un flujo metab6lico aumentado (Miao y

col., 2010; Breitenbach y col., 2011). Ademas, previamente se ha reportado que en .X

de#drowho„s existe una relaci6n entre los niveles de ergosterol celular y la producci6n

de  carotenoides,  ya  que  en  experimentos  de  mutagenesis  al  azar  se  observ6  que

mutantes  que  presentaban  una  menor  producci6n  de  ergosterol  mostraban  mayor

cantidad de carotenoides debido a un cambio de los flujos metab6licos que favorecen

la producci6n  de  carotenoides  en  detrimento  de  la producci6n  de  esteroles,  lo  que



estaria asociado a rna mayor actividad de la enzima HMGR, la encargada de producir

MVA (Miao y col., 2011).

En  un  estudio  reciente  (Loto  y  col.,  2012)  se  generaron  mutantes  de  .X

de#d7.or%owsr del gen Cyp6J,  el cual controla uno de los dltimos pasos de la via de

sintesis  de  ergosterol.  Los  mutantes  no  producen  ergosterol,  pero  acumulan  otros

esteroles     que     probablemente     permiten     la     supervivencia     de     las     c5lulas.

Interesantemente,  en  los  mutantes  ademas  se  observ6  una  mayor  producci6n  de

carotenoides, lo que podria estar relacionado con los niveles mayores encontrados del

transcrito flll4Gjz.  Estos  resultados  sugieren fuertemente  que  la manipulaci6n  de  la

sintesis de ergosterol podria ser una estrategia relevante para favorecer la sintesis de

asfaxaritina en x. dendrorh ous.

Por otra parte, el gen Cyp6J codifica a rna enzina que pertenece a la familia

de citocromos P450 (Loto y col., 2012) lo que es muy interesante ya que representa

otro punto en comtin que tienen las rutas de sintesis de carotenoides y esteroles en X

de#dror7!oz/s. A diferencia de otros organismos que producen astaxantina, solo en X

de#dror#ows se ha descrito un sistema P450 que participa en el dltimo paso de la via,

la sintesis de astaxantina a partir de P-caroteno, paso que es catalizado por la enzima

astaxantina  sintasa  o  Crts  (Ojima  y  col.,  2006).  Por  otra  parte,  en  la  sintesis  de

ergosterol, existe otra elizima P450 involucrada, CYP51, cuyo gen ha sido identificado

en el genoma de .X. c7endroJ`foocls y su funci6n ha sido confirmada (Leiva, 2015).

La    familia    de    enzimas    P450    monooxigenasas    cuenta    con    diversos

representantes que participan en distintos procesos celulares y es ubicua dentro de los

organismos eucariontes (Lepesheva y Wateman, 2007). Su mecanismo de acci6n esta



ligado  con  la acci6n de citocromos P450 reductasas  (CPRs)  1as  cuales proveen del

poder reductor a las monooxigenasas para que puedan hidroxilar a sus sustratos en la

mayoria de los organismos (Van den Brink y col.,  1998). En el caso de .X de7idror7!ozjs

se  ha  identificado  un  gen  que  codifica  una  enzima  del  tipo  CPR  el  cual  se  ha

denominado  crjjz,  cuyo  producto  esta  involucrado  en  la  formaci6n  de  astaxantina

(Alcafno y col., 2008). Ademas, en la gran mayoria de organismos existe un solo gen

que codifica urn CPR y se ha demostrado que el gen crtJt tambi6n esta involucrado en

la biosintesis de ergosterol en X de#c7ro7.flows (Gutierrez, 2014)

En el caso particular de las levaduras, la enzima CYP51  es la encargada de la

transformaci6n del lanosterol en uno de los primeros pasos de la sintesis de ergosterol.

En particular, esta enzima es el blanco de muchos antifungicos del tipo az6lico, debido

a  que   la  acumulaci6n   de   lanosterol   lleva  a  la  formaci6n   de   subproductos   de

degradaci6n que son t6xicos para el organismo (Sheehan y col.,  1999). Sin embargo,

en concentraciones sub-letales acthan como inhibidores competitivos de enzimas de la

familia P450 debido a que afectan la reacci6n de oxidaci6n llevada a cabo por 5stas

(Lamb y col.,1999). Uno de los azoles mas utilizados comercialmente debido a su alta

efectividad,  bajo precio y  facilidad de manipulaci6n es el antimic6tico ketoconazol

(Walsh,  1996).

Como se habia mencionado anteriormente, existen dos enzimas P450 en la ruta

de sintesis de ergosterol: CYP51 y CYP61, por lo cual es esperable que en cultivos de

la levadura en presencia de ketoconazol, disminnyan los niveles de ergosterol, lo que

a su vez conllevaria a mayores niveles de transcritos del gen jzMGJZ (cuya expresi6n

estaria   regulada   negativamente   por   un   mecanismo   dependiente   de   ergosterol)

favoreciendo la producci6n de carotenoides en .X denc7rorfoows. Por otro lado, debido



a que en el paso  final de  la sintesis de astaxantina tambien acttia una enzima P450

monooxigenasa, Crts, es posible que la sintesis de astaxantina se vea afectada por la

presencia de un agente az6lico como el ketoconazol,  lo  que permitiria estudiar con

detalle  la  regulaci6n  de  ambas  rutas  metab6licas  y  deteminar  el   efecto  de  la

producci6n de carotenoides en presencia o ausencia de ketoconazol.

Ademas,    cabe    mencionar    que    existe    un    proceso    inhibitorio    de    la

carotenogenesis dependiente de la glucosa presente en el medio de cultivo, ya que la

presencia   del   azticar   conlleva   a   la   fermentaci6n   de   6ste   hasta   etanol   y   la

carotenog6nesis  comienza  cuando  se  agota  la  glucosa  del  medio  y  comienza  el

consumo de etanol (Lodato y col., 2007). La presencia de glucosa afecta la expresi6n

de  genes  involucrados  en  la  ruta  metab6lica  de  los  carotenoides  por  mecanismos

regulatorios que actdan a nivel transcripcional  (Lodato y col., 2007). En particular,

algunos genes carotenogenicos como el gen crjs presentan en  su regi6n promotora

posibles sitios de uni6n al regulador transcripcional Mig 1, el cual es una proteina del

tipo  dedos  de  zinc  (Wozniak y  col.,  2011)  que  media  la represi6n por  glucosa  en

diversos   organismos   (Papamichos-Chronakis   y   col„   2004).   En   Sczcchorom}Jces

cerevz.sz.cze se ha observado que la proteina Mig  1  en presencia de glucosa cambia su

localizaci6n  subcelular  desde  el  citoplasma  hacia  el  ndcleo,   formando  en   6ste

complejos proteicos con represores como Cyc8 y Tup  1/Cyc8 que inhiben los genes

G4Z,, SUC y h44Z, involucrados en la conversi6n de otras  fuentes de carbono, entre

otros genes (De Vit y col., 1997). En X. deHdrorfoows se ha observado ademas que la

fomaci6n  del  complejo  Mig  1/Cyc8ITup  1  estaria  involucrado  en  la represi6n  de

diversos genes carotenogenicos, como se indic6 anteriormente (Wozliiak y col., 2011),

y que cuando la glucosa se agota en el medio de cultivo comenzaria recien la sintesis



de carotenoides de #oi;o, aproximadamente 24 h despu5s de inoculado un cultivo en

medio YM con glucosa al 1%, momento en el cual la levadura comenzaria a utilizar el

etanol como principal fuente de carbono (Marcoleta y col., 2011).

El estudio de  los mecanismos de regulaci6n de  la carotenogenesis pemitifa

disefiar estrategias para la sobreproducci6n de astaxantina en X dc#drorfaows para el

uso industrial y farmacol6gico de esta
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Hip6tesis del trabajo

Dado que el antimic6tico ketoconazol inhibe enzimas de la familia citocromo

P450  monooxigenasas,  entonces  afectat  las  rutas  de  sintesis  de  ergosterol  y  de

astaxantina,  ya  que  en  ambas  rutas  hay  enzimas  P450  involucradas.  Ademas,  el

analizar los mecanismos de regulaci6n por presencia del represor catab6lico glucosa,

en conjunto  al uso  de ketoconazol,  permitifa estudiar diferencialmente  las rutas  de

sintesis de astaxantina y de ergosterol en .X de#drorfeozfs.

Objetivo general

Estudiar el efecto del antimic6tico ketoconazol y de la fuente de carbono sobre

las rutas de sintesis de esteroles y carotenoides en X de#dro7.feows.

Obj etivos especificos

1 .- Determinar la concentraci6n del antimic6tico ketoconazol a la cual se produce un

50%   de   inhibici6n   de   crecimiento   (EC5o,   concentraci6n   efectiva  media)   en  .X

dendrorhous .

2.-  Cuantificar y analizar la composici6n de carotenoides y esteroles producidos  al

cultivar la levadura en presencia de ketoconazol a la concentraci6n EC5o.

3.-  Cuantificar y analizar la composici6n de carotenoides y esteroles  producidos al

cultivar la levadura en presencia de glucosa y en presencia o ausencia de ketoconazol.

4.-  Determinar el  efecto  de la glucosa  y el  ketoconazol  sobre  la expresi6n a nivel

transcripcional de genes estructurales de enzimas citocromo P450 monooxigenasas de

las nitas de biosintesis de ergosterol y astaxantina.



2. MATERIALES Y METODOS

2.I Cultivos y determinaci6n de la HC5o

En  este  seminario  de  tfulo  se  utiliz6  la  cepa  silvestre  UCD  67-385  de X

dendrorfeows  (ATCC  24230)  cultivada  a  22°C  en  medio  YM  (3  g/I  extracto  de

levadura, 3  g/I extracto de malta y 5 g/I peptona, adem5s de 10 g/I de glucosa como

fuente  de  carbono  principal)  con agitaci6n constante.  Los  cultivos  en  medio  semi-

s6lido se realizaron en medio YM con agar al 1,5%.

Para  la  determinaci6n  de  la  EC5o  del  ketoconazol  se  utilizaron  distintas

concentraciones de 6ste:  0,1  pug/ml;  0,2  pug/ml;  0,25  pug/ml y 0,3  pug/ml.  Para ello,  a

partir de un cultivo en fase exponencial (D06oo = 6-7 UA) se inocul6 un matraz con

100 ml de medio YM y una concentraci6n determinada de ketoconazol, de manera tal

de tener rna D06oo inicial  de 0,1  UA.  Los  cultivos  se realizaron por triplicado.  Se

recogieron alicuotas de  1  ml cada 12 h hasta las 96 h, a las cuales se les determin6 la

densidad 6ptica del cultivo utilizando un espectrofot6metro de doble haz Jasco V-630;

ademds se utiliz6 la D06oo de los cultivos en fase estacionaria (96 h) para determinar

la EC5o (Alexander y col.,  1999).

2.2 Determinaci6n de la biomasa, extracci6n de carotenoides y de ergosterol

La determinaci6n de la biomasa se realiz6 por el metodo de peso seco (Stone y

col.,  1992). Para ello se tom6  1 ml de cultivo por triplicado y se dej6 secar a 80°C en

tubos  Eppendorf de  1,5  ml  previamente  masados  durante  12  h,  luego  se  mas6  el

contenido en una balanza analitica (Shimadzu, AV220) para determinar el peso seco

de levadura por diferencia.

11
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Los carotenoides se extrajeron mediante el metodo de extracci6n con acetona

(An y col.,  1989)  a partir de pellets  celulares.  Para ello,  se centrifugaron 40 ml de

cultivo y el pellet se suspendi6 en 1 ml de agua y 0,5 ml de perlas de vidrio de 0,5 mm

de diametro lo cual se moli6 en un moledor Mini-Breadbeater-16 (Biospec) a maxima

velocidad durante 3 min. Luego de centrifugar a maxima velocidad (12.000 g) durante

5 min y eliminar el sobrenadante, se agreg6 1 ml de acetona y nuevamente se llev6 al

moledor  durante   3   min  y  posterior  centrifugaci6n  por  5   min,   recuperando   el

sobrenadante en un tubo limpio; el proceso se realiz6 hasta que el pellet celular qued6

de  color blanco.  Una vez  que  los  compuestos  fueron  concentrados  en  acetona,  se

agreg6  la  quinta  parte  de  volumen  de  eter  de  petr6leo  de  manera  de  obtener  los

carotenoides en la fase superior, la cual se recuper6 para cuantificar los carotenoides

espectrosc6picamente  midiendo  la  absorbancia  a  465  nm.  Para  ello  se  utiliz6  un

espectrofot6metro de doble haz Jasco V-630 y los carotenoides se cuantiflcaron segtin

la siguiente formula:

Carotenoi,des total.es (|ig de pigmeTttos /g de muestra) --
Abs *  V6cer *  104

cem * g de c6lulas

Donde Abs: Absorbancia medida a 465 nm,  104: Constante de conversi6n de

unidades  Hg / g,  cem:  Coeficiente de extinci6n molar de astaxantina = 2.100  (An y

col.,  1989).

Luego,   se   analiz6   la   composici6n   de   carotenoides   mediante   RP-HPLC

(Shimadzu,  LC-10AT)  con rna  columna  de  fase  reversa  RP-18  Lichrocart  125-4

(Merck) y utilizando acetonitrilo: metanol: isopropanol (85:  10:  5, v/v/v) como fase

m6vil con un flujo de 1 ml/min durante 40 min. Los espectros de elusi6n se registraron

con un detector de arreglo de diodos (Shinadzu,  SPD-M10A) y los carotenoides se
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reconocieron con base en sus tiempos de retenci6n y espectros de absorci6n respecto

a estindares (Britton y col., 2012).

La   extracci6n   de   esteroles   se   realiz6   mediante   el   protocolo   propuesto

previanente por Shang y col. (2006), utilizando 4 g de KOH y 16 ml de una soluci6n

etanol/ agua al 60% (v/v) por cada pellet celular. La mezcla se incub6 por 2 h a 80°C

y los esteroles se extrajeron con 6ter de petr6leo. Luego, los esteroles se cuantificaron

midiendo  la absorbancia a 280  nm utilizando  el  coeficiente  de extinci6n molar del

ergosterol  de   11.900   M-I   cm  -1   (Shang  y  col.,   2006)   de  manera  analoga  a  la

cuantificaci6n de carotenoides.

Ifl identificaci6n de ergosterol se realiz6 por RP-HPLC en rna columna de fase

reversa RP-18 Lichrocart 125-4, con una fase liquida de metanol: agua (97: 3, v/v) y

un flujo de 1  ml/min durante 25 min, comparando los espectros obtenidos respecto a

ergosterol estindar (S igma).

2.3 Crecimiento en distintas fuentes de carbono

Para el experimento de crecimiento en distintas fuentes de carbono se realiz6

primero un cultivo en un matraz de 2 1 con 700 ml de medio YM sin la adici6n de una

fuente de carbono adicional por triplicado y se creci6 hasta alcanzar la fase estacionaria

(D06oo = 3,6, UA 60 h de cultivo). Luego, se tomaron 100 ml para realizar la extracci6n

de carotenoides y esteroles;  los 600 ml de cultivo restantes se sapararon en 6 nuevos

matraces, cada uno con 100 ml del cultivo, que recibieron los siguientes tratamientos:

i) sin tratamiento adicional (control), ii) adici6n de ketoconazol a una concentraci6n

final  de 0,25  pug/ml,  iii)  adici6n  de  glucosa a una concentraci6n  final  de  10  g/I,  iv)

adici6n de maltosa a una concentraci6n final de  15  g/I, v) adici6n de ketoconazol y
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91ucosa a concentraciones finales de 0,25 pug/ml y 10 g/I, respectivamente y vi) adici6n

de   ketoconazol   y   maltosa   a   concentraciones   finales   de   0,25   pug/ml   y   15   g/I,

respectivanente.

Luego, los matraces se incubaron a 22°C con agitaci6n constante durante 24 h

y se colectaron alicuotas para extraer carotenoides y esteroles.

2.4 Extracci6n de RI`IA y RT-qpcR

La extracci6n de RNA se realiz6 mediante un m6todo modificado (Loto y col.,

2010). Se realiz6 un proceso de ruptura mec5nica utilizando pellet celular suspendido

en 200 prl de buffer de dialisis (Acetato de Sodio 0,02 M, SDS 0,5%, EDTA lmM, pH

5,5) y adicionando  100 Hl de perlas de vidrio de 0,5 mm de diinetro (Biospec) para

luego  molerlas  por  1  min.  Posteriormente,  se  adicionaron  800  Hl  de  Tri-Reagent

(Ambion) y se moli6 durante 1 min mss, luego se incub6 durante 10 min a temperatura

ambiente. Al lisado se le agregaron 200 prl de clorofomo, se agit6 manualmente y se

centrifug6 durante  15 min a  14.000 g a 4°C.  Se tomaron 400  Hl de sobrenadante y se

le  adicionaron 250  Hl  de  agua libre de RNAsas  y  550  prl  de  isopropanol  frio  para

precipitar el RNA, se incub6 a temperatura ambiente durante  15 min y se centrifug6

bajo las mismas condiciones antes descritas. Por dltimo, el pellet se lav6 con  1  ml de

etanol al 750/o, se centrifug6 en frio por 5 min, se elimin6 el sobrenadante y el RNA se

dej6 secar a temperatura ambiente. Una vez seco,  el RNA se suspendi6 en 30  Ill de

agua libre de RNAsas, se cuantific6 espectrofotom6tricamente y su pureza se evalu6

determinando la relaci6n de la absorbancia de 280/260 nm y 260/220 nm (Sambrook

y Russell, 2001). EI RNA se almacen6 a -80°C hasta su posterior uso.
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La sintesis de CDNA se llev6 a cabo utilizando transcriptasa reversa M-MLV

(Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante utilizando 5 pl de RNA total en un

volumen final de 20  prl.  La expresi6n relativa de  los genes  se determin6 a nivel de

mRNAs con un sistema de PCR cuantitativo Mx3000P (Stratagene) utilizando 1  Hl de

la reacci6n de transcripci6n reversa, 0,25 prM de cada partidor y 10 Ill del kit SensiMix

SYBR Green I (Quantace) en un volumen final de 20 prl. Los valores de Ct obtenidos

se normalizaron utilizando el valor correspondiente del gen de la I)-actina [Genbank:

X89898.1]   (Lodato   y   col.,   2007)   y   luego   se   expresaron   como   funci6n   de   las

condictones control usando el algoritmo de AAct (Livak y Schmittgen, 2001).

2.5 Analisis estadisticos

El tratamiento de datos y analisis estadisticos fueron realizados utilizando el

programa Graphpad Prism 5  y las muestras se compararon mediante un analisis no

param6trico del tipo ANOVA de una via utilizando un test de Kruskal-Wallis y un test

de comparaci6n mtlltiple de Dunn con valores de significancia de P < 0,05.



3. RESULTADOS

3.1 Concentraci6n efectiva media (EC5o)

En primera instancia se busc6 determinar la concentraci6n efectiva media del

ketoconazol  para  la  levadura jx.  de#dror*o#s  crecida  en  medio  YM  a  22°C  con

agitaci6n constante de manera de poder determinar el efecto del antimic6tico sobre las

rutas  metab6licas  de  los  carotenoides  y  esteroles  en  concentraciones  6ptimas  que

pemitan el crecimiento celular, pero que se pueda observar el posible efecto a nivel

metab6lico (Benkwitz y col., 2007). Por ello se defini6 la EC5o como la concentraci6n

de ketoconazol a trabajar en experimentos posteriores y esta se determin6 una vez que

los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, alrededor de las 96 h de cultivo.

Para   ello   se   cultiv6   JF.    deHdro7.*ows   con   distintas   concentraciones   de

antimic6tico en el medio de manera de tener un rango de concentraciones minimas y

m5ximas segdn lo descrito en la literatura como procedimiento estindar (Hammer y

col., 2001).  Ico primero  que se realiz6  fue un  estudio  en placas  en el  cual  se pudo

establecer  que  a  concentraciones  de  0,1   pug/ml  de  ketoconazol  ya  se  observaba

inhibici6n aparente; del mismo modo se observ6 que a concentraciones mayores a 0,3

pug/ml de antimic6tico la inhibici6n del crecimiento era cercana al 99%.

Luego, se realizaron las curvas de crecimiento (figura 2) midiendo la D06oo de

los cultivos cada 12 h hasta las 96 h de cultivo en medio liquido, punto en el cual se

colectaron muestras para la extracci6n de carotenoides, esteroles y peso seco. Con los

datos de D06oo luego de 96 h de cultivo, se construy6 la curva para determinar la EC5o

del ketoconazol sobre X. deHdrorfeows (figura 3), cuyo valor medio corresponde

16
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aproximadamente a 0,25  pug/ml de ketoconazol,  siendo 6ste el valor de EC5o para las

condiciones antes descritas.

24               48               72               96

Tiempo (h)

-YM
-  0,1 KC
-  0,2 KC
-  0,25 KC
4  0,3 KC

Figura  2:  Curvas  de  crecimiento  de  X  deildror#ows  en  presencia  de  ketoconazol.
Se cultiv6 .X  de#drorfaoas en medio YM con glucosa al  1% en distintas concentraciones de
ketoconazol (KC, en Hg/ml) y agitaci6n constante a 22°C.  Cada punto corresponde al valor
promedio de la D06oo de tres cultivos independientes para cada tratamiento con su respectiva
desviaci6n estindar.
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0.2
C®ncentracion KC tug/ml)

Figura      3:      Curva      de      ECso      de      ketoconarol      para      X      de"drwhous.
Se  muestran  los  valores  promedios  de  D06oo  alcanzado  luego  de  96  h  de  cultivos  de X
de#dror#ousenpresenciadedistintasconcentracionesdeketoconazol(KC).Laconcentraci6n
de   antimic6tico   se   encuentra   en   escala   logan'tmica   y   el   punto   en   naranja   indica   la
concentraci6n de KC a la curl se observa alrededor de un 50% del crecimiento maximo (en
ausencia del compuesto) y esta corresponde aproximadarnente a 0,25 Hg/ml.

3.2 Efecto de la dosis de ketoconazol en la formaci6n de productos

Debido a la relaci6n entre las rutas de producci6n de carotenoides y esteroles

mediada por la regulaci6n de la enzima HMGR, se evalu6 el efecto dosis dependiente

del antimic6tico de manera tal de poder comparar la inhibici6n en  la producci6n de

ergosterol con la sobreproducci6n de carotenoides de manera cuantitativa. Para ello,

rna vez crecidos los cultivos por 96 h en presencia de las distintas concentraciones de

ketoconazol   indicadas  en  la  figura  2,   se  extrajeron  alicuotas  para  determinar  la

cantidad  y  composici6n  de   los  carotenoides  y  esteroles  presentes  en  el   cultivo.

Ademas, se tomaron muestras para medir el peso seco por triplicado y asi calcular la

producci6n de compuesto por masa de levadura.
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Se extrajeron los carotenoides y esteroles, los que se cuantificaron en eter de

petr6leo  de  acuerdo  a  la  absorbancia  a 465  o  280  nm,  respectivamente.  Luego  se

secaron  y  suspendieron  en  acetona para  ser  analizados  por RP-HPLC  y  asf  poder

analizar diferencias en la composici6n de este tipo de compuestos. En la figura 4 se

observan  los  cromatogramas  de  los  carotenoides  obtenidos  desde  donde  se puede

determinar el porcentaje de cada uno (analisis de la composici6n), lo cual se encuentra

resumido en la tabla 1. En ambos casos el carotenoide producido en mayor proporci6n

es  astaxantina y no  se  observan  cambios  mayores  en los  espectros  en presencia  o

ausencia de ketoconazol lo cual se observa en la figura 4.

Cabe destacar que la cantidad total de carotenoides por peso seco de levadura

aumenta   en   todos    los    cultivos   que   fueron   tratados    con   el    antimic6tico    a

concentraciones  inhibitorias  (tabla  I);  ademas,  el  porcentaje  total  de  astaxantina-

aumenta  significamente,  a  diferencia  de  lo  que  se  esperaba  ya  que  la  enzima

astaxantinasintasaCrtsesunacitocromoP450quepodriaserinhibidaporketaconazol

(Figura 4),
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Figura 4:  Cromatogramas de carotenoides extraidos desde cultivos de X. de»drowhous
cu]tivados  en  presencia  y  ausencia  de  ketoconazol  a]Cso).  En  la  figura  se  muestra  la
absorbancia de los carotenoides en funci6n del tiempo de retenci6n de 6stos en un analisis de
RP-IIPLC.  En  A  se  observan  los  carotenoides  de  la  levadura  cultivada  en  medio  YM
suplementado con  glucosa.  En 8  se observan  los  carotenoides  de  la levadura  oultivade en
medio YM suplementado con glucosa y 0,25 Hg/ml de ketoconazol. Los ejes de magnrfud de
la absorbancia no se encuentran en la misma escala.
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Tabla   1:   AnaLisis   de   cantidad  y   composici6n   de  carotenoides   en   cultivos   de  X
de74drondozfs suplementados con ketocomzol (LLg/m] KC). En la tabla se muestran las ppm
producidas   en   las   distintas   condiciones   establecidas   anteriormente   y  el   porcentaje   de
carotenoides al cual corresponde detenninado por RP-IIfLC.

Medio de cultivo Carotenoides        Astaxantina        P-caroteno        Otros carotenoides
totales opm)               (%)                     (o/o)                           (%)

YM

YM + 0'1 KC

YM + 0'2 KC

YM + 0,25 KC

YM + 0£ KC

168±9a                   7l±2a

239±23,7b             88±  I,8b

207±26b               85 ±0,4b

l90±12b                86±0,7b

200±30b               88±0,Ob

8,9±0,9 a                  20,3 ±3,5 a

3,3 ±0,6b                   8,5 ± 0,7b

4,9±0,I  c                   9,I  ±0,4b

4,2±0.3c                       lo±lb

3,7±0,3b                   8,I  ±0,I  b

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras ± la desviaci6n estindar de estas.
Letras  iguales  en  una  misma  columna  indican  la  ausencia  de  diferencias  estadisticanente
significativas de acuerdo al test de Kmskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. En rojo se
destacan los datos correspondientes a la EC5o.

De modo analogo, en la figura 5 se muestran los cromatogramas de los esteroles

extraidos y en la tabla 2 se observa el analisis de la composici6n de los esteroles.

Como  se observa en la tabla 2,  la cantidad de esteroles producidos tiende a

decaer  al  aumentar  la  concentraci6n  de  ketoconazol;   sin  embargo,  el  cambio  es

estadisticamente   significativo   a   partir   de   la   concentraci6n   de   0,25    Lig/ml   de

ketoconazol,  pero  adn  mas  importante  es  el  cambio  en  su  composici6n,  donde  el

porcentaje de ergosterol disminuye a un 73% del total.  En la figura 5  se observa el

espectro  en  el  cual  se  pueden  apreciar  claramente  dos  picos  correspondientes  a

esteroles  que  no  se  encuentran  cuando  la  levadura  es  cultivada  en  ausencia  del

antimic6tico,  Lo cual da cuenta de la inhibici6n de enzimas del tipo P450 en esta ruta

lo cual resultaria en la acumulaci6n de otros esteroles que no fueron identiflcados.
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Tab]a 2: Anflisis de cantidad y composici6n de esteroles en cultivos de X de«drarhozls
suplementados con ketoconazo] (peg/ml KC). En la tabla se muestran las ppm producidas en
las  distintas  condiciones  establecidas  anteriormente  y  el  porcentaje  de  ergosterol  al  cual
corresponde determinado por RP-HPLC.

Medio de cultivo                 Esteroles totales ®pm)                   Ergosterol (%)

YM

YM + 0,I KC

YM + 0,2 KC

YM + 0,25 KC

YM + 0£ KC

2.649 ± 996 a

3.989 ±  158 b

2.429 ± 440 a

I.605 ± 287 c

I.458 ± 221  c

loo ± 0,0 a

95,9 ± 1,5 b

78,4 ± 1'6 c

73`3  ± 2.4 c

65,7 ± 2,3  d

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras ± la desviaci6n estindar de estas.
Letras  iguales  en  una misma  columna indican  la ausencia  de  diferencias  estadisticamente
significativas de acuerdo al test de Kuskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. En rojo se
destacan los datos correspondientes a la EC5o.
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Figura  5:  Cromatogramas  de  esteroles  extraidos  desde  cultivus  de  X  dc»drorrfeo«s
cultivados  en  presencia  y  ausencia  de  ketoconazol  (EC5o).  En  la  figura  se  muestra  la
absorbancia de los esteroles en funci6n del tiempo de retenci6n de 6stos en un analisis de RP-
HPLC. En A se tienen los esteroles de la levadura crecida en medio YM glucosa y en a se
observan  los   esteroles   de  un   cultivo   crecido   ademas   en   presencia  de   0,25   Hg/ml   de
ketoconazol. En ambos casos el mayor pico corresponde a ergosterol. Los ejes de magnitud de
la absorbancia no se encuentran en la misma escala.
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3.3 Efecto de la fuente de carbono en la formaci6n de productos

Es conocido que existe una inhibici6n en la producci6n de carotenoides por la

glucosa presente en el medio de cultivo, por tal motivo se busc6 estudiar el efecto de

la  fuente  de  carbono  en  conjunto  con  el  efecto  sobraproductor provocado  por  el

ketoconazol.   Para ello se cultiv6 a la levadura en medios sin glucosa, con glucosa o

con  maltosa  (fuente  de  carbono  que  no  provoca  represi6n).  De  esta  manera,  se

crecieron cultivos en medio YM sin la suplementaci6n de fuente de carbono adicional

demaneradepodercompararelefectode6staenlosmetabolismosdeloscarotenoides

y esteroles en presencia de ketoconazol. Una vez alcanzada la fase estacionaria (60 h

aproximadamente), el cultivo se dividi6 en 6 para realizar distintos tratamientos como

se indica en la secci6n de m6todos: i) sin tratamiento adicional (control), ii) adici6n de

ketoconazol  a una concentraci6n final de 0,25  pug/ml,  iii)  adici6n de glucosa a una

concentraci6n final de  10 g/I, iv) adici6n de maltosa a una concentraci6n final de  15

g/I, v) adici6n de ketoconazol y glucosa a concentraciones finales de 0,25 pug/ml y 10

g/I, respectivamente y vi) adici6n de ketoconazol y maltosa a concentraciones finales

de 0,25 Lig/ml y 15 g/I, respectivamente. Ademas, se extrajo una alieuota previo a los

tratamientos  para  vcr  las  condiciones  iniciales  del  cultivo  de  manera  de  poder

comparar como control de tiempo cero.

Los  cultivos  fueron  procesados  24  h  post-tratamiento  y  se  analizaron  los

productos  (carotenoides  y  esteroles).  En  la  tabla  3  se  observa  que  todos  aquellos

cultivos en los cuales se adicion6 una fuente de carbono, en presencia o ausencia de

ketoconazol,  aumentaron su biomasa total de manera estadisticamente signiflcativa;

sin embargo, la cantidad de carotenoides totales producidos por peso seco de levadura

(ppm) disminuy6 en 6stos, observindose una mayor disminuci6n en el caso del cultivo
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al  cual  se  le  agreg6  glucosa  (disminuci6n  de  alrededor  de  un  67%  respecto  a  la

condici6n inicial).

Tabla  3:  Cantidad y  composici6n  de  carotenoides  en  cultivos  de X.  de#drorfeo#s en
presencia de distintas fuentes de carbono y del antimic6tico ketaconazol. En la tabla se
observan los parinetros de producci6n de carotenoides y la composici6n de estos separados
en sus principales productos.

Producci6n

neta de             Cantidad de

Peso seco      Carotenoides        carotenoides

Otros

P-caroteno    carotenoides

Muestra.       (mg/ml)            (mg/ml)                  ®pm)             Astaxantina (%)           (%)                  (%)

YMs/g        1,6±0,Oa        0,5±0,Oa          236,7±3,8a            95,3±1,Oa         2,5±l,Oa      2,2±0,Oa

KC           2,1±0,Oa        0,4±0,Oa         186,3±10,1  b          95,4±0,1  a         0,7±0,7b      3,9±0,Ob

mal          5,6±0,2b       0,6±0,1b          132,7±5,1c           84,2±2,7b         4,9±0,2c     10,9±0,4c

mal+KC    4,9±0,1b        0,8±0,2c         163,3±19,9b          93,7±1,3a         1,8±0,7b     4,5±0,7b

glu            5,1±0,Ob        0,5±0,Oa          77,1±12,6d            82,5±0,5b          5,8±0,6c     l1,8±1,6c

glu+KC     5,2±0,2b       0,4±0,1a         70,2±13,5d           77,7±2,3b         8,3±1,9d    13,9±0,8d

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras ± la desviaci6n estindar de 6stas.
Letras  iguales  en  una misma columna indican  la  ausencia  de  diferencias  estadisticarnente
significativas de acuerdo al test de Kniskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. * Sin glucos.a
(s/g), maltosa (mal) o glucosa (glu) suplementados o no con ketoconazol (KC).

Lo anterior sugiere que, si bien con glucosa la levadura reinicia su creciniento,

6sta  no  es  capaz  de  sintetizar  carotenoides  c7e  #ovo  en esta  etapa.  En cambio,  1os

cultivos en los que se afiadi6 maltosa como fuente de carbono, presentaron una mayor

producci6n de carotenoides respecto a aquellos a los que se les afiadi6 glucosa, lo cual

se observa al comparar la producci6n de carotenoides por volumen de cultivo, siendo
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de 0,5 (mg/ml) en el caso tanto del control como en el cultivo con glucosa, mientras

en el caso del cultivo con maltosa aumenta a 0,6 (mg/ml). Por otra parte, la adici6n de

ketoconazol mostr6 un efecto diferente en combinaci6n con las distintas fuentes de

carbono. En el caso del cultivo en presencia de maltosa y ketoconazol, la producci6n

neta  de  carotenoides  respecto  al  cultivo  que  no  contenia  ketoconazol  aument6

significativamente, lo cual sugiere que en presencia de maltosa ocurre la sintesis de

carotenoides   en   conjunto   con   el   crecimiento,   aumentando   la   producci6n   de

carotenoides de 0,6  (mg/inl) en el caso de solo maltosa a 0,8  (mg/ml)  en el caso de

maltosa con ketoconazol, por lo que al incluir un inhibidor de la sintesis de esteroles,

se favorece la sintesis de carotenoides. En cambio, los cultivos crecidos con glucosa

como   fuente   de  carbono  no  tuvieron  canbios  significativos  en  su  cantidad  ni

composici6n de carotenoides al ser crecidos en presencia o ausencia de ketoconazol,

lo  cual  se  podria  explicar por  la  inhibici6n  de  la  carotenogenesis  en  presencia  de

glucosa lo que impediria que se observe el efecto del ketoconazol.

En la tabla 4 se observa la cantidad de esteroles producidos en las c6ndiciones

previamente mencionadas.  Se puede observar que la cantidad total  de  esteroles no

varfa  signiflcativamente  en  las  distintas  condiciones  con  la  excepci6n  de  que  en

presencia de una fuente de carbono  esta siempre disminuye respecto a los controles

debido  al efecto  del crecimiento  celular. Tambien  se  observa que  la proporci6n de

ergosterol disminuye en estos casos, en particular en aquellos medios a los cuales se

les agreg6 ketoconazol como se habia demostrado en experimentos previos.
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Tabla 4: Cantidad y composici6n de esteroles en cultivos de X. de"dror#ows en presencia
de distintas fuentes de carbono y del antimic6tico ketaconazol. En la tabla se observan los
paralnetros de producci6n y proporci6n de ergosterol.

Cantidad de             Ergosterol (%)

Muestra*                        Peso seco (mg/ml)           esteroles (mg/ml)

YM s/g

KC

mal

mal + KC

8lu

glu + KC

1'6 ± 0'0 a

2,1 ± 0,0 a

5,6 ± 0,2 b

4,9 ± 0,1 b

5,1 ± 0,0 b

5,2 ± 0,2 b

26,9 ± 3,8 a

18,5 ± 2,1  b

10,6 ± 0,4 c

11,2 ± 0,8 c

10,9 ± 0,0 c

9,4 ± 0,2 c

100 ± 0,0 a

100 ± 0'0 a

97,1 ± 0,2 b

95,8 ± 0,3 b

98,0 ± 1,0 a

96,2 ± 0,6 b

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras ± la desviaci6n estindar de 6stas.
Letras  iguales  en  una misma  columna indican  la ausencia de  diferencias  estadisticamente
significativasdeacuerdoaltestdeKruckal-Wallisseguidodelpost-testdeDunn..Singlucosa
(s/g), maltosa (mal) o glucosa (glu) suplementados o no con ketoconazol (KC)

3.4 Efecto de la fuente de carbono y el ketoconazol sobre la expresi6n g6nica

Para poder comprender el proceso desde el punto de vista gen6tico y establecer

la relaci6n existente con la regulaci6n del proceso es que se realiz6 la medici6n de

transcrito de distintos genes de .X dendror7!ozis, entre .ellos el gen ZIMGjz y los genes

de las enzimas P450 involucradas en ambas vfas de sintesis, CypjJ y crjs. Los valores

de  expresi6n relativa se observan  en la tabla 5,  para todos los analisis  se utiliz6 un

cultivo estindar sin fuente de carbono y sin ketoconazol en forma de control de forma

de poder comparar 6ste  con las condiciones antes descritas ademds de utilizar la P-

actina [Genbank: X89898.1] como gen de referencia, debido a que es un gen que no

varia su expresi6n en las condiciones antes descritas (Lodato y col., 2007).
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Se  puede  apreciar  que  al  utilizar  una  fuente  de  carbono  la  producci6n  de

transcritos aumenta en todos los casos analizados,  en especial al utilizar la glucosa

debido al aumento del metabolismo. En particular, cabe destacar que el transcrito de

crfs    en    la    condici6n    de    maltosa    en    presencia    de    ketoconazol    aumenta

sighificativamente (88,2 veces por sobre el control), 1o cual podria estar dando cuenta

de la alta producci6n de astaxantina, el producto final de la carotenog5nesis, en estas

condiciones particulares. Diferente es el caso en cultivos en ausencia del antimic6tico

o  en aquellos  que  contienen  glucosa  como  fuente  de  carbono,  en los  cuales  no  se

observan  un  aumento  considerable  del  producto  g6nico.  Ademas,   al  utilizar  el

ketoconazol en presencia de un azticar se observa un leve aumento en los niveles del

transcrito del gen jlwGjz y una leve disminuci6n en aquellos del gen CypjJ respecto

a utilizar una fuente de carbono sin antimic6tico, 1o cual se condice con los menores

niveles de ergosterol celular en estas condiciones.
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Tab]a 5: Expresi6n re]ativa a nivel de transcrito de genes invo]ucrados en fas rutas de
carotenog6nesis y producci6n de ergosterol en presencia de diferentes ruentes de carbono
y de ketoconazol.  La expresi6n relativa se  midi6 utilizando  el m5todo de Livak (Livak y
Schmittgen, 2001) usando un cultivo sin fuente de carbono ri ketoconazol como control y el
gen de la Actina como gen de referencia.

Flmsnyo-                       ANCI HMGR                     ANcf cris                      AVCI cyp 51

0,6 ± 0'1  a 1,8 ± 0,2 a

18,4±3,4b                         3,1 ±0,6b

mal+KC                        24,3 ±3,4b                     88,2±31,0 c

glu 30,9±6,3c                          6,8±1,i  d

glu+KC                        33,7±5,6c                       2,2±0,5 b

69,5 ± 8,9 a

18,9 ± 4,6 b

17,8 ± 5,2 b

41,9 ± 9,3 c

33,4 ± 5,7 c

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras ± la desviaci6n estindar de 6stas.
Letras  iguales  en una misma  columna  indican  la  ausencia de  diferencias  estadisticamente
significativas de acuerdo al test de Kniskal-Wallis seguido del post-test de Dunn.  . Maltosa
(mal) o glucosa (glu) suplementados o no con ketoconazol OCC).
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El  uso  de  agentes  az6licos  ha  sido  ampliamente  empleado  tanto  en  el  area

clinica en forma de antibi6tico (Walsh, 1996) como para investigaci6n (Ghannoum y

Rice,   1999),   permitiendo   establecer   el   rol   de   enzimas   que   participan   de   la

carotenogchesis como la crfs emx. de#drorfoows (Ojima y col., 2006) y para el estudio

del proceso de formaci6n de esteroles en distintas levaduras (Henry y col., 2000; Lamb

y col.,  1999), incluso existe rna patente asociada al uso de antimic6ticos, entre otros,

para   la   sobreproducci6n   de   astaxantina,   sin   embargo   no   existen   los   estudios

moleculares respectivos (Johnson y col.,  1993).

Para poder realizar el estudio correctamente se tuvo que establecer un rango de

concentraciones sub-letales en las cuales se observara una inhibici6n del crecimiento

de la levadura pero que hubiese un crecimiento de al memos el  10% de las colonias

totales  de manera de  obtener resultados  representativos.  Se observ6 que el rango a

analizar se encontraba entre los 0,1  Hg/ml y 0,3 ug/ml de ketoconazol, lo cual difiere

con estudios previos que empleaban 2,5  ug/ml de antimic6tico (An y col.  1989) y es

bastante  menor  a  las  dosis  empleadas  farmacol6gicamente  de  alrededor  de  1  mg

(Fainstein y col.  1987)  1o  cual da a entender que las concentraciones sub-letales  se

encuentran en un margen estrecho y es altamente variable entre organismos incluso de

la misma familia o especie (Lamb y col., 1999).

Una vez determinado el rango 6ptimo de concentraciones a trabajar, se pudo

establecer  que  la  concentraci6n  efectiva  media  del  compuesto  para  el  modelo  de

estudio empleado fue de 0,25 pug/ml lo cual fue corroborado al hacer la curva de EC5o,

en  la  cual  se  observa  un  decaimiento  caracteristico  para un  compuesto  inhibitorio
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(Alexander  y  col.,   1999),   observindose  que  pequefios   incrementos   en   la  dosis

conllevan a grandes cambios en el crecimiento. Ello se condice con el efecto de los

compuestos  az6licos  en  las  levaduras,  ya  sea  inhibiendo  un  producto  estructural

importante como el ergosterol o   acumulando subproductos letales para el organismo

(Bossche y col.,  1980).

Se pudo observar que al realizar un cultivo de .X  de#drorfeo#s en medio YM

con glucosa afiadiendo ketoconazol, dentro del rango de concentraciones establecido,

aumentaba  la  cantidad  total  de  carotenoides  presentes  en  los  cultivos  de  manera

considerable y mss atn, aumentaba hasta en un  17,5% la proporci6n de astaxantina

presente en la composici6n. Si bien el aumento en la cantidad total de carotenoides era

esperable, debido a la disminuci6n del porcentaje de ergosterol de los cultivos (Loto y

col., 2012) llegando hasta un 65,7% de los esteroles totales, no habia indicio alguno

que  aumentara  el  porcentaje  de  astaxantina,  siendo  que  la  enzima  encargada  de

catalizar la formaci6n del compuesto es de la familia P450 y por lo tanto podria verse

ilihibida por la presencia del ketoconazol (Yuri y col:, 1992). Sin embargo, es posible

que el ketocorLazol, al ser un inhibidor del tipo competitivo, tenga distintas constantes

de  afinidad  para  distintas  enzimas  del  tipo  P450  (Yuri  y  col.,   1992).  En  estas

condiciones  seria mayormente inhibida la enzima  CypjJ,  como  se habia reporiado

previamente  en  la proteina hom6loga Ergl l  en S.  cercvz.sz.ae  (Yoshida  y Aoyama,

1991). Lo anterior daria a entender que el efecto que tiene la disminuci6n de la cantidad

de ergosterol  sobre  la regulaci6n  de  la expresi6n  del  gen f}MGJ3  conduciri.a a una

sobreproducci6n de carotenoides.  Sin embargo, el aumento en el porcentaje total de

astaxantina daria cuenta de una mayor eficiencia de la ruta, acumulando el producto

final  y  no  sus  intermediarios,  sugiriendo  que  debiese  existir  algdn  mecanismo  de
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control  que  incrementara  la producci6n  de  las  enzimas  de  la carotenog5nesis.  Para

conocer si lo  recien  descrito  se  debe a un  cambio  en  la expresi6n de  los  genes,  se

estudi6 los niveles de los RNA mensajeros de estas enzimas.

Una  vez  establecido  el  nexo  entre  la  disminuci6n  de  la  concentraci6n  de

ergosterol y el aumento  en la cantidad de carotenoides,  se observ6 la conexi6n que

existe en la regulaci6n metab6lica alterando la fuente de carbono en el crecimiento. El

disefio experimental utilizado permiti6 comparar dos fuentes de carbono distintas, la

glucosa  que  actda reprimiendo  la carotenogenesis  y  la maltosa que no  produce tal

efecto.  Del  experimento  se observ6  que  la producci6n especifica de pigmentos (ug

carotenoidesfoiomasa de levadura) disminuye cuando se agrega rna fuente de carbono.

Ello es esperable ya que al agregar mas nutrientes la levadura reinicia su crecimiento

exponencial  hasta  alcanzar  una  nueva  fase  estacionaria  y  en  esta  tiltima  etapa  no

contintia el  aumento  de  la  densidad  celular,  pero  si  aumenta considerablemente  la

producci6n  de  metabolitos  secundarios,  en  particular carotenoides  (Galdieri  y col.,

2010).  Entre  los  carotenoides  se  debe  destacar  la  aparici6n  de  intermediaros  de  la

sintesis de astaxantina,  como cantaxantina y derivados del toruleno (anotados como

"otros carotenoides") lo que da cuenta de que efectivamente existe una sintesis c7e 72ovo

de carotenoides.

Por  otro  lado,  al  observar  la  cantidad  de  carotenoides totales,  6sta tambien

aumenta; sin embargo, en cultivos en presencia de maltosa y ketoconazol la cantidad

total de pigmentos aumenta considerablemente, pero la proporci6n de astaxantina se

mantiene similar al control (presenta una diferencia menor al 2%). Ello indicaria que

la  levadura,  en  estas  condiciones  no  solo  podrfa  crecer,  sino  que  ademas produce

carotenoides a lo largo de su crecimiento, lo cual conllevaria a una mayor producci6n
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de  astaxantina sobre  todo  cuando  alcanza la  fase  estacionaria donde  se produce  el

mayor aumento en la proporci6n de astaxantina (Lodato y col., 2007).

De manera similar, la cantidad de esteroles disminuye cuando a los cultivos se

les suplementa una fuente de carbono, debido a que las c6lulas entran en una etapa de

crecimiento  y  divisi6n  celular  en  la  cual  la  cantidad  media  de  esteroles  celulares

disminuye antes de alcanzar la fase estacionaria (Johnson y Lewis, 1979). Ademas, la

proporci6n  de  ergosterol  disminuye  respecto  a  los  controles,  en  particular  en  los

cultivos en los cuales se suplementa ketoconazol.

En atenci6n a que el efecto de estos cambios metab6licos podria estar asociado

a cambios de la expresi6n g5nica, se realiz6 un estudio de los niveles de expresi6n de

los  genes  relacionados  a  la  carotenog6nesis,  fllh4:CR y  crfs,  y  de  la  biosintesis  de

ergosterol, Cyp51, a nivel de sus RNA meusajeros mediante RT-qpcR.

El analisis de  los datos indica que los niveles de los mensajeros de los genes

aumentan con cualquiera de las fuentes de carbono. Sin embargo, la cantidad relativa

de cada mensajero fue distinta dependiendo de la fuente de carbono y tambi6n de la

presencia  o  ausencia  de  ketoconazol,  siendo  estos  factores  fundamentales  en  la

productividad  de  ergosterol  y  carotenoides.  Se  observ6  a  grandes  rasgos  que  los

niveles de los transcritos de jlwGR y CypjJ son mayores en presencia de glucosa por

sobre  maltosa,  lo   cual  esta  dentro  de  lo  esperable  debido   a  que  la  glucosa  es

metabolizada mss eficientemente por la levadura que la maltosa, obteniendo mayor

cantidad de energia de esta (Karenlampi y col.,  1981).  Sin embargo,  en el caso  del

transcrito  del  gen  cr/S  se  observ6  que  en presencia  de  maltosa  y ketoconazol  sus

niveles aumentan alrededor de 88 veces por sobre el control. Esto podria explicar el
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aumento en la proporci6n de astaxantina, bajo esta condici6n, ya que la astaxantina es

el producto flnal de la carotenog6nesis y su sintesis desde beta-caroteno es controlada

por el gen crfs, el cual incrementa su expresi6n.

Este descubrimiento sugiere que podri'a ocurrir una inhibici6n preferente en las

enzimas P450 por parte del ketoconazol, siendo su principal blanco la enzina CYP51

por sobre otras monooxigenasas. Sin embargo, se necesitan mayores estudios a nivel

gen6tico y bioquimico en otras enzimas P450 para poder corroborar la aseveraci6n.

No  esta  del  todo  claro  el  motivo  por  el  cual  los  niveles  de  crts aumentan

considerablemente en la condici6n especifica de presencia de una fuente de carbono

distinta   a   glucosa,   sin   embargo,   es   importante   notar   que   los   niveles   varian

considerablemente respecto a la condici6n en la cual el gen cris se encuentra reprimido

por glucosa, en particular 24 h post-tratamiento, cuando su efecto es mayor (Marcoleta

y col., 2011). Ademas,  la adici6n de ketoconazol, que inhibe a la enzima CYP51, es

otro  factor  influyente,  ya  que  no  se  ham  reportado  previamente  los  efectos  del

antimic6tico  sobre  organismos  carotenog6nicos  a  nivel  gen6tico  o  molecular.  Sin

embargo, nuestros resultados sugieren que existe un proceso de regulaci6n metab6lico

en  las  rutas  de  sintesis  de  ergosterol y carotenoides  que  permite un aumento  en  la

expresi6n de la enzima HMGR, debido a los bajos niveles de ergosterol y la presencia

de otros esteroles que inducen a la via regulatoria mediada por la s/ero/-regci/ofory

e/emeHf  bz.I.c7!.ng pro/cz.7!  (SREBP),  lo  cual  aumenta  la  producci6n  de  precursores

comunes de ambas vias (Bengoechea-Alonso y Ericsson, 2007). Esta condici6n que

permitiria  no   solo   mayores   cantidades   de   carotenos   totales,   sino   ademas   una

sobreproducci6n de las enzimas participantes en la carotenog6nesis, conllevaria a la

formaci6n del producto final de la ruta I)or elementos regulatorios atin desconocidos.
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Conocer la regulaci6n a nivel g6nico de esta vi'a permitifa disefiar estrategias

para poder optimizar la producci6n de astaxantina en .X  de7jdror7!o"s y asi aumentar

su valor econ6mico en las distintas industrias relacionadas al pigmento.



5. CONCLUSIONES

- La utilizaci6n de ketoconazol a su EC5o, conduce a un aumento de la producci6n total

de carotenoides y a un incremento de la proporci6n de astaxantina respecto de los otros

pigmentos;   a  la  vez   disminuye  la  producci6n  de  esteroles  totales  y  ademas   la

proporci6n de ergosterol. Bajo estas condiciones, se producen otros dos esteroles no

identiflcados en menor cantidad que el ergosterol.

-  En  fuentes  de  carbono  distintas  a  glucosa,  como  maltosa,  y  en  presencia  de

ketoconazol, aumenta la producci6n total de carotenoides y cambia su composici6n.

Principalmente   incrementa  la  proporci6n   de  astaxantina,   lo  cual   sugiere  que   el

aumento de la tasa metab6lica, en conjunto con la inhibici6n de la ruta de los esteroles,

permite direccionar el metabolismo secundario a una via particular,  en este caso,  la

carotenog5nica.

- El efecto conjunto de ketoconazol y una fuente de carbono, aumenta los niveles de

RNA mensajero del gen AMGR, del gen carotenog5nico cr!S y del gen relacionado a

ergosterol CypJJ, 1o que refuerza la idea de que se puede direccionar el metabolismo

celular  a  la  producci6n  de  metabolitos  secundarios  incluso  mientras  la  c6lula  se

encuentra en crecimiento.
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