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RESUMEN

La astaxantina es un carotencide de interés industrial y uno de los productos
caracteristicos de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous. Entre los estudios de
la carotenogénesis en esta levadura, se ha encontrado una relacioén entre las rutas de
produccién 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 regulacién por ergosterol sobre la sintesis de
carotenoides. Ademads, previamente era conocida la inhibicion de la carotenogénesis
por el consumo de glucosa. Por otra parte, ambas vias de sintesis comparten los
mismos precursores ¥ en ambas participan enzimas citocromo P450. Debido a esto, el
objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del antimicotico ketoconazol, un
inhibidor de enzimas P450, sobre la sintesis de astaxantina y ergosterol, analizando el
efecto sobre la cantidad de producto obtenido y relaciondndose con la regulacion por

el efecto de la fuente de carbono.

Para ello, se determiné la ECso del antimicdtico sobre una cepa silvestre, siendo
de 0,25 pgfml 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 proporcion de astaxantina un 20%; a su vez, la cantidad
de esteroles disminuyd alrededor de un 40% junto con una disminucion de un 27% de

la fraccion de ergosterol.

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

estacionaria y se separé en 6 matraces a los que se les adicioné: i) sin tratamiento



(control), ii) ketoconazol a una concentracion final de 0,25 pg/ml, iii) glucosa a una
concentracién final de 10 g/, iv) maltosa a una concentracion final de 15 g/l, v)
ketoconazol y glucosa a conceniraciones finales de 025 pg/ml y 10 g/,
respectivamente y vi) ketoconazol y maltosa a concentraciones finales de 0,25 ng/mi
y 15 g/l, 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 encontré qué la adicién de maltosa y ketoconazol incrementd en
alrededor de un 23% la produccién de carotenoides respecto al control, a diferencia de
los cultivos a los que se agregd sdlo glucosa donde la produccion de carotenoides sélo

alcanzé aproximadamente un 67% respecto al control.

Ademds, se observé que genes participantes en las rutas de formacion de
astaxantina y ergosterol aumentaron su expresién al utilizar una fuente de carbono, el
maximo aumento de expresion de crtS se encontré al utilizar maltosa y ketoconazol
siendo 88,2 veces por sobre ¢l control. En las mismas condiciones, la expresion del

gen HMGR aument6 en 24,3 veces y el de Cyp51 en 17,8 veces.

Se concluye que existe una relacion entre los niveles de ergosterol y de
carotenoides en la levadura, donde la disminucion de ergosterol favorece la sintesis de
astaxantina. Ademds, utilizar maltosa en un medio con ketoconazol aumenta los
niveles de enzimas carotenogénicas, 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, overproduce 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 same 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 purpose, the EC50 of the antifungal was determined on a wild strain,
being 0.25 pg/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 40%

with a reduction 0f 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 pg/ml, iii) glucose at final

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




and glucose at final concentrations of 0.25 pg/ml and 10 g/l, respectively and vi)
ketoconazole and maltose at final concentrations of 0.25 pg/ml and 15 g/,
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 maltose 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. INTRODUCCION

La levadura basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous es un organismo
de gran potencial biotecnologico (Rodriguez-Sdiz y col., 2010} y de particular interés
para Chile debido a que se han aislado cepas autdctonas en el sur del pafs y en el
territorio sub-antartico chileno, ademds de otras regiones del mundo (Weber y col.,
2008; Contreras, 2014). El principal interés que se ha generado en torno a esta levadura
es por su produccion de agentes antioxidantes y su coloracién 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, observandose colores que van desde tonalidades
amarillas hasta el rojo intenso (Armstrong y Hearst, 1996). Se ha descrito que estos
pigmentos tendrian un efecto fotoprotector y antioxidante, por lo cual no es de extrafiar
que se encuentren ampliamente distribuidos en el 4rbol de la vida, desde microalgas
hasta plantas terrestres (Britton, 1995) cumpliendo importantes roles biologicos. Por
otra parte, por su atractiva coloracién y propiedades quimicas, los carotenoides
también son considerados como un producto de gran interés para la industria
farmacolédgica, cosmética, de alimentos y otras (Mata-Gdémez y col., 2014). Es asi
como en el afio 2010 el mercado de los carotenoides alcanzo los 1,2 billones de délares
y se estima que las ventas alcanzaran los 1,8 billones de ddlares en el afio 2018
(www.bccresearch.com) siendo los mas importantes en ventas el B-caroteno, la lutefna

y la astaxantina.



La astaxantina pertenece al grupo de las xantdfilas (carotenoides que contienen
grupos funcionales oxigenados), se encuentra presente en algas rojas y da la coloracion
rojiza y amarillenta a diversos organismos marinos, en particular pequefios crustaceos,
que a st vez son el alimento de organismos mayores como el salmén. El color
caracteristico de la carne de salmén viene justamente de su dieta y se debe a la
presencia de astaxantina en los organismos que naturalmente €ste consume (Shearer,
1992). Sin embargo, en cautiverio los peces no tienen acceso a una fuente natural del
carotenoide por lo que es necesario suplementar dicho compuesto que no s6lo le otorga
el color a la carne sino que también se ha demostrado que mejora el sistema inmune
tanto en los salménidos 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 aproximadamente un 25% de los costos

de alimentacion (Webbster y Lim, 2002).

La astaxantina disponible comercialmente es producida mayoritariamente
mediante métodos quimicos (Surmatis y Thommen, 1967); sin embargo, por estos
métodos se produce como una mezcla racémica de distintos isémeros de astaxantina y
entre ellos s6lo uno es bioldgicamente activo y, por lo tanto, Gtil para su consumo por
parte de los salmones y finalmente para los beneficios que aportarian a la salud humana
(Higuera-Ciapara, 2006). Ademds, actualmente por parte de los consumidores existe
una mayor demanda por productos de origen natural sobre las fuentes siniéticas
(Boussiba y col., 2000). Lo anterior, junto con la creciente preocupacion por tener
fuentes autosustentables de produccién, han impulsado la biisqueda de organismos

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




verde de agua dulce Haematococcus pluvialis y la levadura basidiomicete X.

dendrorhous (Lorenz y Cysewski, 2000) en la cual hemos centrado nuestros estudios.

La astaxantina corresponde al producto final de la sintesis de carotenoides en
X. dendrorhous, representando aproximadamente un 60-70% de los carotenoides
totales acumulados (Johmson y Lewis, 1979). Sin embargo, la produccién de
astaxantina en cepas silvestres de la levadura es de aproximadamente 300-400 pg/g de
peso seco, lo cual resulta en una baja productividad para competir en el mercado con
la sintesis quimica del producto (Rodriguez-Saiz y col., 2010). Por este motivo, se han
realizado diferentes estrategias para favorecer la sintesis de este compuesto en la
levadura incluyendo optimizacién de su cultivo, mutagénesis al azar y sitio dirigida,
entre otros (Rodriguez-Siiz y col., 2010). Ademds, existen diversos estudios que
buscan conocer y comprender la regulacién de la ruta de sintesis de carotenoides para
buscar nuevas alternativas para sobre-producir astaxantina mediante ingenierfa

genética y/o ingenierfa metabdlica (Schroeder y Johnson, 1995; Johnson y An, 1991).

La produccion de astaxantina en X. dendrorhous ocurre mediante una compleja
ruta metabélica que comienza con el precursor comiin a diversas rutas metabodlicas, el
acetil CoA, el cual es transformado en 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA) y posteriormente en mevalonato (MVA) donde participa la enzima hidroxi-
metilglutaril-coenzima A reductasa (IMGR) (figura 1), un paso clave en la regulacion
del flujo metabdlico. Posteriormente, el MVA es transformado a un compuesto de 5
carbonos (Cs), el isopentenil pirofosfato (IPP), compuesto que sirve de bloque de
construccion 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 moléculas generadas, dan origen a una diversidad de

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

Acetil-CoA (hmer)  |Ruta del Mevalonato
[ HMG-CoA — mva |(MVA]

Acetoacetil-CoA

2 |

Fop
GGPP Escualeno
Fitoena
. l Lanosterol
|ICOpENnD l
B-caroteno l
Cris/CriR l 5,7,24(28)-Ergosta-trienc!

Astaxantina 1

Ergostero!
Biosintesis de Biosintesis de
Astaxantina Ergosterol

Figura 1: Ruta de biosintesis de carotenoides y esteroles en X. dendrorhous.
En X. dendrorhous, los metabolitos precursores de las rutas de sintesis de astaxantina (cuadro
anaranjado) y de ergosterol (cuadro amarillo) derivan de la ruta del mevalonato (cuadro gris).
En el circulo verde se destaca el gen HMGR que corresponde a uno de los principales puntos
de regulacion y cuya expresion es regulada negativamente 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
(CYP51 y CYP61), ademas de la enzima CrtR que corresponde a una enzima del tipo
citocromo P450 reductasa, CPR. Las enzimas citocromo P450, corresponden a los blancos de
los compuestos azolicos como el ketaconazol.



En la ruta de sintesis de isoprencides, el MVA es transformado en farnesil
pirofosfato (FPP, Cis) por una serie de reacciones, siendo el FPP el tltimo precursor
comiin entre las rutas de sintesis de carotenoides y esteroles. Tal como muestra la
figura 1, al FPP se le adiciona una molécula de IPP formando geranilgeranil pirofosfato
(GGPP, Cz) por el producto génico del gen crtE que da paso a la sintesis de
carotenoides; en cambio mediante la enzima escualeno sintasa, dos moléculas de FPP
se condensan por accién de la enzima FPP sintasa (gen FPS) para dar origen al
escualeno (Csg) 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 estructural y regulador
de la membrana lipidica de éstos, teniendo efecto en la fluidez de la membrana, el
grosor vy la permeabilidad de ésta (Loto y col., 2012); mientras que en X. dendrorhous,

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

Como se menciond anteriormente, el MV A es un precursor comun para la ruta
de sintesis de carotenoides y esteroles, y se ha demostrado que una mayor produccién
de éste favorece la produccion de dichos compuestos debido a una mayor
disponibilidad de sustrato y por consiguiente un flujo metabdlico aumentado (Miao y
col., 2010; Breitenbach y col., 2011). Ademads, previamente se ha reportado que en X.
dendrorhous existe una relacion entre los niveles de ergosterol celular y la produccién
de carotenoides, ya que en experimentos de mutagénesis al azar se observé que
mutantes que presentaban una menor produccion de ergosterol mostraban mayor
cantidad de carotenoides debido a un cambio de los flujos metabélicos que favorecen

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




estaria asociado a una 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
dendrorhous del gen CYP61, el cual controla uno de los ultimos pasos de la via de
sintesis de ergosterol. Los mutantes no producen ergosterol, pero acumulan otros
esteroles que probablemente permiten la supervivencia de las células.
Interesantemente, en los mutantes ademas se observé una mayor produccion de
carotenoides, 1o que podria estar relacionado con los niveles mayores encontrados del
transcrito HMGR. Estos resultados sugieren fuertemente que la manipulacién de la
sintesis de ergosterol podria ser una estrategia relevante para favorecer la sintesis de

astaxantina en X. dendrorhous.

Por otra parte, el gen CYP61 codifica a una enzima que pertenece a la familia
de citocromos P450 (Loto y col., 2012) lo que es muy interesante ya que representa
otro punto en comun que tienen las rutas de sintesis de carotenoides y esteroles en X.
dendrorhous. A diferencia de otros organismos que producen astaxantina, solo en X,
dendrorhous se ha descrito un sistema P450 que participa en el tltimo paso de la via,
la sintesis de astaxantina a partir de B-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 enzima P450 involucrada, CYP51, cuyo gen ha sido identificado

en el genoma de X. dendrorhous y su funcién 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 Waterman, 2007). Su mecanismo de accidn esta




ligado con la accién de citocromos P450 reductasas (CPRs) las cuales proveen del
poder reductor a las monooxigenasas para que puedan hidroxilar a sus sustratos en la
mayorfa de los organismos (Van den Brink y col., 1998). En el caso de X. dendrorhous
se ha identificado un gen que codifica una enzima del tipo CPR el cual se ha
denominado crtR, cuyo producto estd involucrado en la formacién de astaxantina
(Alcaino y col., 2008). Ademads, en la gran mayoria de organismos existe un solo gen
que codifica una CPR y se ha demostrado que el gen crR también estd involucrado en

la biosintesis de ergosterol en X. dendrorhous (Gutiérrez, 2014)

En el caso particular de las levaduras, la enzima CYP51 es la encargada de la
transformacion del lanosterol en uno de los primeros pasos de la sintesis de ergosterol.
En particular, esta enzima es el blanco de muchos antifingicos del tipo azolico, debido
a que la acumulacién de lanosterol lleva a la formacién de subproductos de
degradacion que son téxicos para el organismo (Sheehan y col., 1999). Sin embargo,
en concentraciones sub-letales actiian como inhibidores competitivos de enzimas de la
familia P450 debido a que afectan la reaccién de oxidacién llevada a cabo por €stas
(Lamb y col., 1999). Uno de los azoles mas utilizados comercialmente debido a su alta
efectividad, bajo precio y facilidad de manipulacién es el antimicético ketoconazol

(Walsh, 1996).

Como se habfa 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, disminuyan los niveles de ergosterol, lo que
a su vez conllevaria a mayores niveles de transcritos del gen ZIMGR (cuya expresion
estarfa regulada negativamente por un mecanismo dependiente de ergosterol)

favoreciendo la produccion de carotenoides en X. dendrorhous. Por otro lado, debido




a que en el paso final de la sintesis de astaxantina también actia una enzima P450
monooxigenasa, CrtS, es posible que la sintesis de astaxantina se vea afectada por la
presencia de un agente azdlico como el ketoconazol, lo que permitiria estudiar con
detalle la regulacién de ambas rutas metabélicas y determinar el efecto de la

produccién de carotenoides en presencia o ausencia de ketoconazol.

Ademds, cabe mencionar que existe un proceso inhibitorio de Ia
carotenogénesis dependiente de la glucosa presente en el medio de cultivo, ya que Ia
presencia del azicar conlleva a la fermentacién de éste hasta etanol y la
carotenogénesis comienza cuando se agota la glucosa del medio y comienza el
consumo de etanol (Lodato y col., 2007). La presencia de glucosa afecta la expresién
de genes involucrados en Ia ruta metabdlica de los carotenoides por mecanismos
regulatorios que actan a nivel transcripcional (Lodato y col., 2007). En particular,
algunos genes carotenogénicos como el gen ¢r£S presentan en su regién promotora
posibles sitios de unién al regulador transcripcional Mig 1, el cual es una proteina del
tipo dedos de zinc (Wozniak y col., 2011) que media la represién por glucosa en
diversos organismos (Papamichos-Chronakis y col., 2004). En Saccharomyces
cerevisiae se ha observado que la proteina Mig 1 en presencia de glucosa cambia su
localizacion subcelular desde el citoplasma hacia el nicleo, formando en éste
complejos proteicos con represores como Cyc8 y Tup 1/Cyc8 que inhiben los genes
GAL, SUC y MAL involucrados en la conversién de otras fuentes de carbono, entre
otros genes (De Vit y col., 1997). En X. dendrorhous se ha observado ademéds que la
formacién del complejo Mig 1/Cyc8/Tup 1 estarfa involucrado en la represion de

diversos genes carotenogénicos, como se indico anteriormente (Wozniak y col., 2011),

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




de carotenoides de novo, aproximadamente 24 h después 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 regulacion de la carotenogénesis permitird
disefiar estrategias para la sobreproduccion de astaxantina en X. dendrorhous para el

uso industrial y farmacoldgico de ésta
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Hipdtesis del trabajo

Dado que el antimicdtico ketoconazol inhibe enzimas de la familia citocromo
P450 monooxigenasas, entonces afectara las rutas de sintesis de ergosterol y de
astaxantina, ya que en ambas rutas hay enzimas P450 involucradas. Ademis, el
analizar los mecanismos de regulacion por presencia del represor catabdlico glucosa,
en conjunto al uso de ketoconazol, permitird estudiar diferencialmente las rutas de

sintesis de astaxantina y de ergosterol en X. dendrorhous.

Objetivo general

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

las rutas de sintesis de esteroles y carotenoides en X. dendrorhous.
Objetivos especificos

1.- Detenminar la concentracion del antimicético ketoconazol a la cual se produce un
50% de inhibicion de crecimiento (ECsp, concentracién efectiva media) en X

dendrorhous.

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

cultivar la levadura en presencia de ketoconazol a la concentracion ECso.

3.- Cuantificar y analizar la composicién 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 expresion a nivel
transcripcional de genes estructurales de enzimas citocromo P450 monooxigenasas de

las rutas de biosintesis de ergosterol y astaxantina.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivos y determinacion de Ia ECso

En este seminario de titulo se utilizé la cepa silvestre UCD 67-385 de X
dendrorhous (ATCC 24230) cultivada a 22°C en medio YM (3 g/l extracto de
levadura, 3 g/l extracto de malta y 5 g/l peptona, ademds de 10 g/l de glucosa como
fuente de carbono principal) con agitacién constante. Los cultivos en medio semi-

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

Para la determinacién de la ECs¢ del ketoconazol se utilizaron distintas
concentraciones de éste: 0,1 pg/ml; 0,2 pg/mi; 0,25 pg/ml y 0,3 pg/ml. Para ello, a
partir de un cultivo en fase exponencial (DOsoo = 6-7 UA) se inocul6 un matraz con
100 ml de medio YM y una concentracién determinada de ketoconazol, de manera tal
de tener una DOgqo 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 determind la
densidad optica del cultivo utilizando un espectrofotémetro de doble haz Jasco V-630;
ademds se utilizd la DOsoo de los cultivos en fase estacionaria (96 h) para determinar

la ECso (Alexander y col., 1999).
2.2 Determinacion de la biomasa, extraccion de carotenoides y de ergosterol

La determinacién de la biomasa se realizé por el método de peso seco (Stone y
col., 1992). Para ello se tomd 1 ml de cultivo por triplicado y se dejo secar a 80°C en
tubos Eppendorf de 1,5 ml previamente masados durante 12 h, Iuego se masé 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 método de extraccion con acetona
(An y col., 1989) a partir de pellets celulares. Para ello, se centrifugaron 40 ml de
cultivo y el pellet se suspendio 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 méxima velocidad (12.000 g) durante
5 min y eliminar el sobrenadante, se agregé 1 ml de acetona y nuevamente se llevo al
moledor durante 3 min y posterior cenfrifugacion por 5 min, recuperando el
sobrenadante en un.tubo limpio; el proceso se realizé hasta que el pellet celular quedo
de color blanco. Una vez que los compuestos fueron concentrados en acetona, se
agregd la quinta parte de volumen de éter de petréleo de manera de obtener los
carotenoides en la fase superior, la cual se recuperd para cuantificar los carotenoides
espectroscopicamente midiendo la absorbancia a 465 nm, Para ello se utilizé un
espectrofotémetro de doble haz Jasco V-630 y los carotenoides se cuantificaron segtin
la siguiente formula:

Abs * Vipop + 10%
cem * g de células

Carotenoides totales (ug de pigmentos/g de muestra) =

Donde Abs: Absorbancia medida a 465 nm, 10* Constante de conversién de
unidades pg / g, cem: Coeficiente de extincion molar de astaxantina = 2.100 (An y

col., 1989).

Luego, se analiz6 la composicion de carotenoides mediante RP-HPLC
(Shimadzu, LC-10AT) con una columna de fase reversa RP-18 Lichrocart 125-4
(Merck) y utilizando acetonitrilo: metanol: isopropanol (85: 10: 5, v/v/v) como fase
mé6vil con un flujo de 1 ml/min durante 40 min. Los espectros de elusion se registraron

con un detector de arreglo de diodos (Shimadzu, SPD-M10A) y los carotenoides se
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reconocieron con base en sus tiempos de retencion y espectros de absorcidn respecto

a estandares (Brition y col., 2012).

La extraccion de esteroles se realizé mediante el protocolo propuesto
previamente por Shang y col. (2006), utilizando 4 g de KOH y 16 ml de una solucién
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 éter de petréleo. Luego, los esteroles se cuantificaron
midiendo la absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de extincién molar del
ergosterol de 11.900 M7 cm ' (Shang y col, 2006) de manera andloga a la

cuantificacion de carotencides.

La identificaci6n de ergosterol se realizd por RP-HPLC en una 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 estidndar (Sigmay).
2.3 Crecimiento en distintas fuentes de carbono

Para el experimento de crecimiento en distintas fuentes de carbono se realizo
primero un cultivo en un matraz de 2 1 con 700 ml de medio YM sin la adicién de una
fuente de carbono adicional por triplicado y se creci6 hasta alcanzar la fase estacionaria
(DOsoo = 3,6, UA 60 h de cultivo). Luego, se tomaron 100 ml para realizar la extraccion
de carotenoides y esteroles; los 600 ml de cultivo restantes se separaron en 6 nuevos
matraces, cada uno con 100 ml del cultivo, que recibi&on los siguientes tratamientos:
i) sin tratamiento adicional (control), ii) adicién de ketoconazol a una concentracion

final de 0,25 pg/ml, iii) adicién de glucosa a una concentracién final de 10 g/l, iv)

adicion de maltosa a una concentracion final de 15 g/l, v) adicion de ketoconazol y
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glucosa a concentraciones finales de 0',25 pg/mly 10 g/l, respectivamente y vi) adicién
de ketoconazol y maltosa a concentraciones finales de 0,25 pg/ml y 15 g/l

respectivamente,

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

vy se colectaron alicuotas para extraer carotenoides y esteroles.
2.4 Extraccién de RNA y RT-qPCR

La extraccion de RNA se realizé mediante un método modificado (Loto y col.,
2010). Se realizd un proceso de ruptura mecénica utilizando pellet celular suspendido
en 200 pl de buffer de dialisis (Acetato de Sodio 0,02 M, SDS 0,5%, EDTA 1mM, pH
5,5) y adicionando 100 pl de perlas de vidrio de 0,5 mm de diimetro (BioSpec) para
luego molerlas por 1 min. Posteriormente, se adicionaron 800 pl de Tri-Reagent
(Ambion) y se molié durante 1 min mas, luego se incub6 durante 10 min a temperatura
ambiente. Al lisado se le agregaron 200 pl de cloroformo, se agité manualmente y se
centrifugd durante 15 min a 14.000 g a 4°C. Se tomaron 400 pl de sobrenadante y se
le adicionaron 250 pl de agua libre de RNAsas y 550 pl de isopropanol frio para
precipitar el RNA, se incub6 a temperatura ambiente durante 15 min y se centrifugd
bajo las mismas condiciones antes descritas. Por tltimo, el pellet se lavé con 1 ml de
etanol al 75%, se centrifugé en frio por 5 min, se eliminé el sobrenadante y el RNA se
dejo secar a temperatura ambiente. Una vez seco, el RNA se suspendié en 30 pl de
agua libre de RNAsas, se cuantificé espectrofotométricamente y su pureza se evalué

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

y Russell, 2001). E]l RNA se almacen6 a -80°C hasta su posterior uso.
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La sintesis de cDNA se llevé 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 pl. La expresion relativa de los genes se determiné a nivel de
mRNASs con un sistema de PCR cuantitativo Mx3000P (Stratagene) utilizando 1 pl de
la reaccion de transcripcién reversa, 0,25 uM de cada partidor y 10 pl del kit SensiMix
SYBR Green I (Quantace) en un volumen final de 20 pl. Los valores de Ct obtenidos
se normalizaron utilizando el valor correspondiente del gen de la B-actina [Genbank:
X89898.11 (Lodato y col., 2007) y luego se expresaron como funcién de las

condiciones control usando el algoritmo de AACt (Livak y Schmittgen, 2001).
2.5 Analisis estadisticos

El tratamiento de datos y anélisis estadisticos fueron realizados utilizando el
programa GraphPad Prism 5 y las muestras se compararon mediante un andlisis no
paramétrico del tipo ANOVA de una via utilizando un test de Kruskal-Wallis y un test

de comparacion miiltiple de Dunn con valores de significancia de P < 0,03.




3. RESULTADOS

3.1 Concentracion efectiva media (ECso)

En primera instancia se busco determinar la concentracién efectiva media del
ketoconazol para la levadura X. dendrorhous crecida en medio YM a 22°C con
agitacion constante de manera de poder determinar el efecto del antimicdtico sobre las
rutas metabdlicas de los carotenoides y esteroles en concentraciones Optimas que
permitan el crecimiento celular, pero que se pueda observar el posible efecto a nivel
metabélico (Benkwitz y col., 2007). Por ello se defini6 la ECso como la concentracion
de ketoconazol a trabajar en experimentos posteriores y ésta se determiné una vez que

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

Para ello se cultivd X. dendrorhous con distintas concentraciones de
antimicético en el medio de manera de tener un rango de concentraciones minimas y
méximas seguin lo descrito en la literatura como procedimiento estandar (Hammer y
col., 2001). Lo primero que se realizé fue un estudio en placas en el cual se pudo
establecer que a concentraciones de 0,1 pg/ml de ketoconazol ya se observaba
inhibicién aparente; del mismo modo se observd que a concentraciones mayores a 0,3

pg/ml de antimicético la inhibicion del crecimiento era cercana al 99%.

Luego, se realizaron las curvas de crecimiento (figura 2) midiendo la DOsoo de
los cultivos cada 12 h hasta las 96 h de cultivo en medio liquido, punto en el cual se
colectaron muestras para la extraccién de carotenoides, esteroles y peso seco. Con los
datos de DOsgo luego de 96 h de cultivo, se construyé la curva para determinar la ECso

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

16
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aproximadamente a 0,25 pg/ml de ketoconazol, siendo éste el valor de ECs para las

condiciones antes descritas.

YM

0,1 KC
0,2 KC
0,25 KC
0,3KC

t e

D.O. 600 nm (UA)

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 2: Curvas de crecimiento de X. dendrorhous en presencia de ketoconazol.
Se cultivo X. dendrorhous en medio YM con glucosa al 1% en distintas concentraciones de
ketoconazol (KC, en pg/ml) y agitacion constante a 22°C. Cada punto corresponde al valor
promedio de la DOy de tres cultivos independientes para cada tratamiento con su respectiva
desviacion estandar.




18

15+
B)

<
=2
- 10+
©
=
o
0
S 5-
w
L
<

0 ' T 1

0.1 0.2 0.4

Concentracion KC (pg/ml)

Figura 3: Curva de ECsy de ketoconazol para X. dendrorhous.
Se muestran los valores promedios de DOgo alcanzado luego de 96 h de cultivos de X.
dendrorhous en presencia de distintas concentraciones de ketoconazol (KC). La concentracion
de antimicético se encuentra en escala logaritmica y el punto en naranja indica la
concentracion de KC a la cual se observa alrededor de un 50% del crecimiento maximo (en
ausencia del compuesto) y ésta corresponde aproximadamente a 0,25 ug/ml.

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

Debido a la relacion entre las rutas de produccion de carotenoides y esteroles
mediada por la regulacion de la enzima HMGR, se evalu6 el efecto dosis dependiente
del antimicético de manera tal de poder comparar la inhibicion en la produccion de
ergosterol con la sobreproduccién de carotenoides de manera cuantitativa. Para ello,
una 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 composicion de los carotenoides y esteroles presentes en el cultivo.
Ademas, se tomaron muestras para medir el peso seco por triplicado y asi calcular la

produccion de compuesto por masa de levadura.
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Se extrajeron los carotenoides y esteroles, los que se cuantificaron en éter de
petréleo de acuerdo a la absorbancia a 465 o 280 nm, respectivamente. Luego se
secaron y suspendieron cn acetona para ser analizados por RP-HPLC y asi poder
analizar diferencias en la composicién 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 {andlisis de la composicion), lo cual se encuentra
resumido en la tabla 1. En ambos casos el carotenoide producido en mayor proporcion
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 antimicdtico a
concentraciones inhibitorias (tabla 1); ademds, el porcentaje total de astaxantina-
aumenta significamente, a diferencia de lo que se esperaba ya que la enzima
astaxantina sintasa CrtS es una citocromo P450 que podria ser inhibida por ketaconazol

(Figura 4).




20

] 3

304 E

G aararerah 364

Tondsr® 1%

mrepral 1)

=
H

—
/‘ Wit L0

s -
Mas rderaly 19 30N

4

.
-
-

b

»

i

Tan
Otepganarrad 4

‘
b or gl 144
——

>
“ g renoral 48

o
'
i
.
J Biwiwelti el

w = —
E-Aru-:riu‘ W
?_

‘:.

&
h#
i
>
/
|
)
[
1
'

oo o 6o T o =o wo Mo —

Figura 4: Cromatogramas de carotenoides extraidos desde cultivos de X. dendrorhous
cultivados en presencia y ausencia de ketoconazol (ECsj). En la figura se muestra la
absorbancia de los carotenoides en funcion del tiempo de retencion de éstos en un andlisis de
RP-HPLC. En A se observan los carotenoides de la levadura cultivada en medio YM
suplementado con glucosa. En B se observan los carotenoides de la levadura cultivada en
medio YM suplementado con glucosa y 0,25 pg/ml de ketoconazol. Los ejes de magnitud de
la absorbancia no se encuentran en la misma escala.
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Tabla 1: Analisis de cantidad y composicion de carotenoides en cultivos de X.
dendrorhous suplementados con ketoconazol (ng/ml KC). En la tabla se muestran las ppm
producidas en las distintas condiciones establecidas anteriormente y el porcentaje de
carotenoides al cual corresponde determinado por RP-HPLC.

Medio:de cultive Carotenoides Astaxantina p-caroteno Otros carotenoides
totales (ppm) (%) (%) (%)
™M 168+9a 71=2a 89+09a 203+ 3.5a
YM +0,1 KC 239+23.7b 88+ 1.8b 33+06Db 85+£0.7b
YM +0,2 KC 207+£26Db 85+040b 49+0,1c 9,1+04b
YM + 0,25 KC 190+ 12b 86+0,7b 42+03¢ 10£1b
YM+0,3 KC 200+30b 88+0,0b 37+03b 8.1x0,1b

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras + la desviacion estandar de éstas.
Letras iguales en una misma columna indican la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo al test de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. En rojo se
destacan los datos correspondientes a la ECsy.

De modo andlogo. en la figura 5 se muestran los cromatogramas de los esteroles

extraidos v en la tabla 2 se observa el andlisis de la composicion de los esteroles.

Como se observa en la tabla 2, la cantidad de esteroles producidos tiende a
decaer al aumentar la concentracion de ketoconazol; sin embargo, el cambio es
estadisticamente significativo a partir de la concentracion de 0,25 pg/ml de
ketoconazol, pero ain mdas importante es el cambio en su composicion, 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
antimicotico, lo cual da cuenta de la inhibicion de enzimas del tipo P450 en ésta ruta

lo cual resultaria en la acumulacion de otros esteroles que no fueron identificados.
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Tabla 2: Analisis de cantidad y composicion de esteroles en cultivos de X. dendrorhous
suplementados con ketoconazol (ng/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 (ppm) Ergosterol (%)
YM 2.649 =996 a 100+0,0a
YM+0,1 KC 3989+ 158b 959+15b
YM+0,2 KC 2429+ 440 a 784+ 16¢
YM + 0,25 KC 1.605+ 287 ¢ 73.3+24¢
YM+0,3 KC 1.458+221 ¢ 65.7+23d

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras + la desviacion estdndar de éstas.
Letras iguales en una misma columna indican la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo al test de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. En rojo se
destacan los datos correspondientes a la ECs.
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Figura 5: Cromatogramas de esteroles extraidos desde cultivos de X. dendrorhous
cultivados en presencia y ausencia de ketoconazol (ECs). En la figura se muestra la
absorbancia de los esteroles en funcion del tiempo de retencion de éstos en un andlisis de RP-
HPLC. En A se tienen los esteroles de la levadura crecida en medio YM glucosa y en B se
observan los esteroles de un cultivo crecido ademds en presencia de 0,25 pg/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 formacion de productos

Es conocido que existe una inhibicién en la produccidn de carotenoides por la
glucosa presente en el medio de cultivo, por tal motivo se buscé estudiar el efecto de
la fuente de carbono en conjunto con el efecto sobreproductor provocado por el
ketoconazol. Para ello se cultivé a la levadura en medios sin glucosa, con glucosa o
con maltosa (fuente de carbono que no provoca represiéon). De esta manera, se
crecieron cultivos en medio YM sin la suplementacion de fuente de carbono adicional
de manera de poder comparar el efecto de ésta en los metabolismos de los carotenoides
y esteroles en presencia de ketoconazol. Una vez alcanzada la fase estacionaria (60 h
aproximadamente), el cultivo se dividié en 6 para realizar distintos tratamientos como
se indica en la seccién de métodos: i) sin tratamiento adicional (control), ii) adicion de
ketoconazol a una concentracién final de 0,25 pg/ml, iii) adicion de glucosa a una
concentracién final de 10 g/l, iv) adicién de maltosa a una concentracion final de 15
g/l, v) adicién de ketoconazol y glucosa a concentraciones finales de 0,25 pg/mly 10
g/l, respectivamente y vi) adicion de ketoconazol y maltosa a concentraciones finales
de 0,25 pg/ml y 15 g/, respectivamente. Ademds, se extrajo una alicuota previo a los
tratamientos para ver 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 amalizaron los
productos (carotenoides y esteroles). En la tabla 3 se observa que todos aquellos
cultivos en los cuales se adiciond una fuente de carbono, en presencia o ausencia de
ketoconazol, aumentaron su biomasa total de manera estadisticamente significativa;
sin embargo, la cantidad de carotenoides totales producidos por peso seco de levadura

(ppm) disminuy6 en éstos, observandose una mayor disminucién en el caso del cultivo
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al cual se le agregé glucosa {disminucién de alrededor de un 67% respecto a la

condicidn inicial).

Tabla 3: Cantidad y composicion de carotenoides en cultivos de X. dendrorhious en
presencia de distintas fuentes de carbono y del antimicético ketaconazol. En la tabla se
observan los parametros de produccion de carotenoides y la composicion de éstos separados
en sus principales productos.

Produccion
neta de Cantidad de Otros
Peso Seco  carotenoides  carotenoides [-caroteno carotenoides
Muestra”  (mg/ml) (mg/ml) (ppm) Astaxantina (%) (%) (%)

YMs/e 1,6400a 05%0,0a 236,7+3,8a 953+10a 25+1,0a 22+00a
KC 2,1£0,0a @4%00a 1863+10,1b 954=0,1a 0,7+£0,7b 39x0,00b
mal 56=02b 06+0,1b 132,7£5,1¢ 842+27b 49+02c¢ 109+04c

mal+KC 49%0,1b 08f02c 163,3%£199b 937x13a 1,8+£0,7b 4,5+07b

glu 51+£00b 05+0,0a 77,1+12,6d 82,5£050b 58+06c 118+16¢c

ghi+KC 52+02b 04101la 702+13,5d 77,7+£230 8§3+19d 139+£084d
Los valores corresponden a los promedios de tres muestras  la desviacion estindar de éstas.
Letras iguales en una misma columna indican la ausencia de diferencias estadisticamente

significativas de acuerdo al test de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. * Sin glucosa
(s/g), maltosa (mal) o glucosa (glu) suplementados o no con k_etoconazol (KC).

Lo anterior sugiere que, si bien con glucosa la Ievadura reinicia su crecimiento,
€sta no es capaz de sintetizar carotenoides de nove en esta etapa. En cambio, los
cultivos en los que se afiadié maltosa como fuente de carbono, presentaron una mayor

produccion de carotenoides respecto a aquellos a los que se les afiadi glucosa, lo cual

se observa al comparar la produccion 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 adicion de
ketoconazol mostré un efecto diferente en combinacién con las distintas fuentes de
carbono. En el caso del cultivo en presencia de maltosa y ketoconazol, la produccién
neta de carotenoides respecto al cultivo que no contenfa ketoconazol aumento
significativamente, lo cual sugiere que en presencia de maltosa ocurre la sintesis de
carotenoides en conjunto con el crecimiento, aumentando la produccién de
carotenoides de 0,6 (mg/ml) 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 cambios significativos en su cantidad ni
composicién de carotenoides al ser crecidos en presencia o ausencia de ketoconazol,
lo cual se podria explicar por la inhibicién de la carotenogénesis en presencia de

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

Fn la tabla 4 se observa la cantidad de esteroles producidos en las condiciones
previamente mencionadas. Se puede observar que la cantidad total de esteroles no
varia significativamente en las distintas condiciones con la excepcion de que en
presencia de una fuente de carbono esta siempre disminuye respecto a los controles
debido al efecto del crecimiento celular. También se observa que la proporcion de
ergosterol disminuye en estos casos, en particular en aquellos medios a los cuales se

les agregd ketoconazol como se habfa demostrado en experimentos previos.
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Tabla 4: Cantidad y composicién de esteroles en cultivos de X, dendrorhous en presencia
de distintas fuentes de carbono y del antimicdtico ketaconazol. En la tabla se observan los
parametros de produccion y proporcion de ergosterol.

Cantidad de Ergosterol (%)
Muestra” Peso Seco (mg/ml) esteroles (mg/ml)

YMs/g 1,6+£0,0a 269+38a 100£0,0a
KC 2,1£00a 185%+2,1b 100+ 0,0 a
mal 56+02b 10,6 04 ¢ 97,1+02b

mal + KC 49+0,1b 11,2+08¢ 958+03b
glu 51+0,00b 10,9+:00¢ 98,0+1,0a
glu + KC 52+0,2b 94+02c¢ 96,2+0,6b

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras + la desviacién estandar de éstas.
Letras iguales en una misma columna indican la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo al test de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. * Sin glucosa
(s/2), maltosa (mal) o glucosa (glu) suplementados o no con ketoconazol (KC)

3.4 Efecto de la fuente de carbono y el ketoconazol sobre la expresion génica

Para poder comprender el proceso desde el punto de vista genético y establecer
la relacion existente con la regulacion del proceso es que se realizo la medicion de
transcrito de distintos genes de X. dendrorhous, entre-ellos el gen HMGR y los genes
de las enzimas P450 involucradas en ambas vias de sintesis, CYP3! y crtS. Los valores
de expresion relativa se observan en la tabla 5, para todos los andlisis se utilizd un
cultivo estandar sin fuente de carbono y sin ketoconazol en forma de eontrol de forma
de poder comparar éste con las condiciones antes descritas ademds de utilizar la -
actina [Genbank: X89898.1] como gen de referencia, debido a que es un gen que no

varia su expresion en las condiciones antes descritas (Lodato y col., 2007).
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Se puede apreciar que al utilizar una fuente de carbono la produccion 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
crtS en la condicion de maltosa en presencia de ketoconazol aumenta
significativamente (88,2 veces por sobre el control), lo cual podria estar dando cuenta
de 1a alta produccion de astaxantina, el producto final de la carotenogénesis, en estas
condiciones particulares, Diferente es el caso en cultivos en ausencia del antimicético
o en aquellos que contienen glucosa como fuente de carbono, en los cuales no se
observan un aumento considerable del producto génico. Ademds, al utilizar el
ketoconazol en presencia de un aziicar se observa un leve aumento en los niveles del
transcrito del gen HMGR y una leve disminucion en aquellos del gen CYP51 respecto
a utilizar una fuente de carbono sin antimicdtico, lo cual se condice con los menores

niveles de ergosterol celular en estas condiciones.
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Tabla 5: Expresidn relativa a nivel de transcrito de genes involucrados en las rutas de
carotenogénesis y produccién de ergosterol en presencia de diferentes fuentes de carbono
y de ketoconazol. La expresidn relativa se midié utilizando el método de Livak (Livak y
Schmittgen, 2001) usando un cultivo sin fuente de carbono ni ketoconazol come control y el
gen de la Actina como gen de referencia.

Ensayo’ AACT HMGR AACt crtS AACt CYP51
KC 0,6+0,1a 1,8+0,2a 69,5+89a
mal 184+34b 3,1£0,6D 189+46b

mal +KC 243£3,40 88,2:+:310c 178+52b
glu 309+6,3c¢ 68x:1,1d 419+93¢
ght + KC 33,7+5,6¢ 22£05b 334+57¢

Los valores corresponden a los promedios de tres muestras + la desviacidn estdndar de €stas.
Letras iguales en una misma columna indican la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo al test de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn. * Maltosa
(mal) o glucosa (glu) suplementados o no con ketoconazol (KC).




4. DISCUSION

El uso de agentes azoélicos ha sido ampliamente empleado tanto en ¢l area
clinica en forma de antibidtico (Walsh, 1996} como para investigacién (Ghannoum y
Rice, 1999), permitiendo establecer el rol de enzimas que participan de la
carotenogénesis como la crtS en X, dendrorhous (Ojima y col., 2006) y para el estudio
del proceso de formacion de esteroles en distintas levaduras (Henry y col., 2000; Lamb
y col., 1999), incluso existe una patente asociada al uso de antimicéticos, entre otros,
para la sobreproduccién de astaxantina, sin embargo no existen los estudios

moleculares respectivos (Johnson y col., 1993).

Para poder realizar €l estudio correctamente se tuvo que establecer un rango de
concentraciones sub-letales en las cuales se observara una inhibicion del crecimiento
de la levadura pero que hubiese un crecimiento de al menos el 10% de las colonias
totales de manera de obtener resultados representativos. Se observd que el rango a
analizar se encontraba entre los 0,1 pg/ml y 0,3 pg/ml de ketoconazol, lo cual difiere
con estudios previos que empleaban 2,5 ng/ml de antimicético (An y col. 1989) y es
bastante menor a las dosis empleadas farmacoldgicamente de alrededor de 1 mg
(Fainstein y col. 1987) lo 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 éptimo de concentraciones a trabajar, se pudo
establecer que la concentracion efectiva media del compuesto para el modelo de
estudio empleado fue de 0,25 pg/ml lo cual fue corroborado al hacer la curva de ECsp,

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 azdlicos 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. dendrorhous en medio YM
con glucosa afiadiendo ketoconazol, dentro del rango de concentraciones establecido,
aumentaba la cantidad total de carotenocides presentes en los cultivos de manera
considerable y mas atn, aumentaba hasta en un 17,5% la proporcion de astaxantina
presente en la composicion. Si bien el aumento en la cantidad total de carotenoides era
esperable, debido a la disminucion 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 formacion del compuesto es de la familia P450 y por lo tanto podria verse
inhibida por la presencia del ketoconazol (Yuri y col:, 1992). Sin embargo, es posible
que el ketoconazol, 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 CYP5!, como se habia reportado
previamente en la proteina homéloga Ergll en S. cerevisiae (Yoshida y Aoyama,
1991). Lo anterior darfa a entender que el efecto que tiene la disminucion de la cantidad
de ergosterol sobre la regulacion de la expresion del gen HMGR conduciria a una
sobreproduccién de carotenoides. Sin embargo, el aumento en el porcentaje total de
astaxantina darfa cuenta de una mayor eficiencia de la ruta, acumulando el producto

final y no sus intermediarios, sugiriendo que debiese existir algiin mecanismo de
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control que incrementara la produccion de las enzimas de la carotenogénesis. Para
conocer si lo recién descrito se debe a un cambio en la expresion de los genes, se

estudi6 los niveles de los RNA mensajeros de estas enzimas.

Una vez establecido el nexo entre la disminucidén de la concentracion de
ergosterol y el aumento en la cantidad de carotenoides, se observé la conexion que
existe en la regulacion metabdlica alterando la fuente de carbono en el crecimiento. El
disefio experimental utilizado permitié comparar dos fuentes de carbono distintas, la
glucosa que actda reprimiendo la carotenogénesis y la maltosa que no produce tal
efecto. Del experimento se observé que la produccion especifica de pigmentos (ug
carotenoides/biomasa de levadura) disminuye cuando se agrega una fuente de carbono.
Ello es esperable ya que al agregar mds nutrientes la levadura reinicia su crecimiento
exponencial hasta alcanzar una nueva fase estacionaria y en esta tltima etapa no
continfia el aumento de la densidad celular, pero si aumenta considerablemente la
produccién de metabolitos secundarios, en particular carotenoides (Galdieri y col.,
2010). Entre los carotenoides se debe destacar la aparicion 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 de novo

de carotenoides.

Por otro lado, al observar la cantidad de carotenoides totales, ésta también
aumenta; sin embargo, en cultivos en presencia de maltosa y ketoconazol la cantidad
total de pigmentos aumenta considerablemente, pero la proporcion de astaxantina se
mantiene similar al control (presenta una diferencia menor al 2%). Ello indicaria que
la levadura, en estas condiciones no solo podria crecer, sino que ademds produce

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

mayor aumento en Ja proporcion 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 células entran en una etapa de
crecimiento y divisién celular en la cual la cantidad media de esteroles celulares
disminuye antes de alcanzar la fase estacionaria (Johnson y Lewis, 1979). Ademds, la
proporcion de ergosterol disminuye respecto a los controles, en particular en los

cultivos en los cuales se suplementa ketoconazol.

En atencién a que el efecto de estos cambios metabdlicos podria estar asociado
a cambios de la expresién génica, se realizd un estudio de los niveles de expresion de
los genes relacionados a la carotenogénesis, HMGR y crtS, y de la biosintesis de

ergosterol, CYP51, a nivel de sus RNA mensajeros mediante RT-qPCR.

El andlisis 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 también de la
presencia o ausencia de ketoconazol, siendo estos factores fundamentales en la
productividad de ergosterol y carotenoides. Se observo a grandes rasgos que los
niveles de los transcritos de HMGR y CYP51 son mayores en presencia de glucosa por
sobre maltosa, lo cual estd dentro de lo esperable debido a que la glucosa es
metabolizada mas eficientemente por la levadura que la maltosa, obteniendo mayor
cantidad de energia de ésta (Karenlampi y col., 1981). Sin embargo, en el caso del
transcrito del gen crtS se observo 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 proporcion de astaxantina, bajo esta condicidn, ya que la astaxantina es
el producto final de la carotenogénesis y su sintesis desde beta-caroteno es controlada

por el gen crtS, el cual incrementa su expresion.

Este descubrimiento sugiere que podria ocurrir una inhibicion preferente en las
enzimas P450 por parte del ketoconazol, siendo su principal blanco la enzima CYP51
por sobre otras monooxigenasas. Sin embargo, se necesitan mayores estudios a nivel

genético y bioquimico en otras enzimas P450 para poder corroborar la aseveracion.

No esta del todo claro el motivo por el cual los niveles de ¢rtS aumentan
considerablemente en la condicidn especifica de presencia de una fuente de carbono
distinta a glucosa, sin embargo, es importante notar que los niveles varian
considerablemente respecto a la condicién en la cual el gen crtS se encuentra reprimido
por glucosa, en particular 24 h post-tratamiento, cuando su efecto es mayor (Marcoleta
y col., 2011). Ademas, la adicién de ketoconazol, que inhibe a Ia enzima CYP351, es
otro factor influyente, ya que no se han reportado previamente los efectos del
antimicético sobre organismos carotenogénicos a nivel genético o molecular, Sin
embargo, nuestros resultados sugieren que existe un proceso de regulacién metabdlico
en las rutas de sintesis de ergosterol y carotenoides que permite un aumento en Ia
expresion 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 sterol-regulatory
element binding protein (SREBP), lo cual aumenta la produccion de precursores
comunes de ambas vias (Bengoechea-Alonso y Ericsson, 2007). Esta condicién que
permitiria no solo mayores cantidades de carotenos totales, sino ademds una
sobreproduccién de las enzimas participantes en la carotenogénesis, conllevaria a la

formacion del producto final de la ruta por elementos regulatorios atin desconocidos.
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Conocer la regulacion a nivel génico de esta via permitird disefiar estrategias

para poder optimizar la produccion de astaxantina en X. dendrorhous y asi aumentar

su valor econémico en las distintas industrias relacionadas al pigmento.




5. CONCLUSIONES

- La utilizacion de ketoconazol a su ECsg, conduce a un aumento de la produccion total
de carotenoides y a un incremento de la proporcion de astaxantina respecto de los otros
pigmentos; a la vez disminuye la produccion de esteroles totales y ademas la
proporcion de ergosterol. Bajo estas condiciones, se producen otros dos esteroles no

identificados en menor cantidad que el ergosterol.

- En fuentes de carbono distintas a glucosa, como maltosa, y en presencia de
ketoconazol, aumenta la produccién total de carotenoides y cambia su composicion.
Principalmente incrementa la proporcion de astaxantina, lo cual sugiere que el
aumento de la tasa metabdlica, en conjunto con la inhibicién de la ruta de los esteroles,
permite direccionar el metabolismo secundario a una via particular, en este caso, la

carotenogénica.

- El efecto conjunto de ketoconazol y una fuente de carbono, aumenta los niveles de
RNA mensajero del gen HMGR, del gen carotenogénico crtS y del gen relacionado a
ergosterol CYP51, lo que refuerza la idea de que se puede direccionar el metabolismo
celular a la produccion de metabolitos secundarios incluso mientras la célula se

encuentra en crecimiento.

y
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