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RESUMEN

Las poliaminas son policationes orgdnicos nitrogcnados de bajo peso molecular,
ampliamente distribuidos cn todos los seres vivos, que participan en numerosos procesos metabdlicos y
fisiolégicos. Si bicn estos compuestos tiencn una importante participacién en la proliferacién celular,
no se conoce su papel fisioldgico exacto.

Una de las tres estrategias fundamentales para determinar las posibles funciones de las
poliaminas en los scres vivos cs el estudio de las alteraciones que se producen en células u organismos
que carccen o tienen disminuido el contenido ¢nddgeno de poliaminas, sicndo por diversas razones la
mejor estrategia. Se¢ han desarrollado dos sistcmas para disminuir el contenido endégeno de estos
policationes: 1.-la utilizacién dc inhibidorcs de la biosintesis de poliaminas y 2.- la obtencién de
mutantes auxétrofas para estas bases orgdnicas. El uso dc las mutantes constituye una muy buena
herramicenta de trabajo v ha permitido determinar algunos de los papeles fisioldgicos de las poliaminas
cn los scres vivos.

La levadura Saccharomyces cerevisiae cs un exceclente modelo para el estudio de la
bioquimica y de la biologra celular y molccular cn eucariotes. En los iltimos afos se han aislado

21,32,33,116

mutantes dc este organismo auxétrofas para poliaminas , pero han sido poco estudiadas y

nos pcrmitirian determinar los papeles fisisolégicos de estos compuestos en la proliferacién celular.

32,33,116 2

Estas mutantes crecen delicicnicmente” , no pucden csporular3 , no manticnen el pldsmido

“killer | 18 y ticnen alterado el transporte de colina33.

En cl presente trabajo se utiliz6 la ccpa dc Icvaduras S.cerevisiae 179-5 auxétrofa para
poliaminas obtenida por Hosaka et al®. El esiudio de las alteraciones que se producen en ausencia de
cslos policationes permitid asignarles nucvas funciones ¢n estc organismo. Hemos cncontrado que se
produccn una scric de deficiencias en ausencia de  poliaminas, ademds de las descriptas
previamcme";z"-{;'1 16,118,

a.- La sfntesis dc macromoléculas, ADN, ARN, y protcinas estd disminuida, recuperdndose primero la
sintesis proteica por reagregado de poliaminas.,

b.-Los ribosomas s¢ c¢ncucntran disociados, sicndo el indice de asociacién dependiente del grado de
ayuno; mucstran adcmds una mayor sensibilidad al cfecto disociante dc la presién hidrostédtica durante
la corrida. Ademds, responden menos al efecto asociante del catién Mgz+; ¢l catién monovalente K+,
por el contrario, los disocia mds facilmenie. El agregado in vitro de poliaminas no altera el equilibrio
de subunidadcs ribosomales. También se observan alteraciones en los polisomas, hay una menor
proporcién de monosomas involucrados cn la sinicsis proteica y aparccen estructuras denominadas
"halfmers” que son acimulos de la subunidad 40S sobre ¢l ARN . Todas cstas cvidencias demuestran
por primera vez un papel [isioldgico dc las poliaminas en el cnsamblado y/o biogénesis del ribosoma

cucaridtico, previamente hallado en procariolcs.



c.- La pared cclular s¢ vuclve mds resistente al ataque dc diversas enzimas liticas, dependiendo del
grado y ticmpo dc ayuno de los cultivos, La lisis producida por estas enzimas aumenta parcialmente por
agregado de distintos agentes que favorecen su acceso al sustrato, que es la capa mds interna de glucano
B1-3. La composicién quimica de la parcd sc encucntra alicrada, pucs disminuye drdsticamente la
cantidad de glucano $1-3, aumentan ligcramente las manoprotcinas y se incrementa moderadamente el
glucano B1-6. La cstructura dc la pared celular, analizada por microscopia electrénica, no es
homogénca, es dc mayor cspcsor y aparccen microcuerpos clectrodensos dentro de la misma de
probable origen citoplasmdtico. Por 10 tanto, sc pudo ver que las poliaminas participan cn la sintesis
y/o cstructura dc la pared cclular, siecndo la primera vez que sc describe cste papel para estos
compucstos.

d.- Sc obscrvaron por microscopia de contraste de fase y electrénica una scric de cambios morfolégicos
en la célula que sugiercn quc las poliaminas participan y/o regulan algunos de los eventos especificos
del ciclo celular. Los cultivos sc arrestan en fase G, como organismos no brotados, pero un porcentaje
( 5-15% ) posce multibrotaciones, algunas dc cllas en sitios anormales. Las células son mds grandes, lo
que sc confirm¢ por andlisis dec los tamaios dc poblacioncs cclulares con un Coulter Analyzer.
Adcmds, utilizando un colorante fluorcscente especifico para ADN que tiic los nicleos celulares, se
obscrvaron altcraciones ¢n la mitosis. La scptacion también se cncuentra altcrada como se obscrva por

microscopia clectrénica.



INTRODUCCION

GENERALIDADES - DISTRIBUCION DE POLIAMINAS EN LA NATURALEZA

Las poliaminas son policationcs orgdnicos nitrogenados de bajo peso molecular,
ampliamente distribuidos ¢n todos los scres vivos.

La estructura quimica de estos compuestos es relativamente simple, lo que les permite
establecer una gran varicdad de interaccioncs con los diferentes componentes celulares. A pH
fisioldgico cstdn cargados positivamente, por lo tanto pucden unirse clectrostdticamente a 4cidos
nuclcicos, proternas, fosfolipidos, cte. También pucden establecer puentes de hidrégeno con diferentes
tipos dc moléculas y su csqueleto carbonado interaciia hidrofébicamente con cstructuras como las
membranas cclulares. Tenicndo cn cucnta esta flexibilidad en su cstructura quimica podemos
comprender su participacién ¢cn numMCrosos proccsos celulares 2.

Las poliaminas mds ampliamcente distribuidas cn la naturaleza son la putrescina (1-4 diamino
butano), la cspermidina (amino propil 1-4 diaminobutano), y la espcrmina (bisamino propil 1-4
diaminobulano)l'z.

l-IZN(CH2)4NH2 putrescina
H,N(CH,)3HN(CH,)4NH, espermidina
HZN(CH2)3HN(CH2)4NH(CH2)3NH2 espermina

En los organiSmos procariéticos, salvo en termdfilas, la cspermina no estd prcsenlc3'4.

Genceralmente estos policationes s¢ encuentran cn su forma libre, pero también se los puede
hallar como dcrivados acctilados, conjugados con otros compuestos quimicos, formando parte de
moléculas complejas como alcaloides, y unidos a estructuras macromolccularcs“'s.
Los principalcs derivados acctilados de cstos compucstos son:

N’-acetilespermidina
Ns-ucclilcspcrmidina
N-acetilputrescina

N'-le-diacclilcspermina

Entre los componentes conjugados mds importantes que forman estos policationes podemos
mencionar:
a) La glutationil-cspcrmidina.- Estc compucsto fuc aislado de cultivos de Escherichia coli en
fase estacionaria ; sc¢ desconoce cual cs su funcién cn este organismo6.
b) Las poliaminas, o algin derivado de ellas, forman parte de las estructuras de varios

antibidticos. Los ejemplos mds notablces son:



1.- Los aminoglicésidos bleomicina AS y A6'.- Estos antibidticos han sido usados en
cnfermedades neopldsicas como linfoma de Hodgkins, tumores de testiculos, y carcinomas de
piel y cuello.

2.- Las edeinas A y B. Son oligopéptidos lincales conjugados a espermidina (Edefna A) o
guanidil  cspermidina  (Edeina B)S. Fucron aislados y  caracterizados en Bacillus brevis
Vmd. Numecrosos  estudios han demostrado que  estos compuestos  bloquean la sintesis de
protcinas a nivel  de  iniciacién tanto en procariotcs como cucariotes®,
¢) Varios sideréforos, como la agrobactina y parabactina, involucrados cn ¢l transporte de hierro
dc diversos microorganismos. Son derivados catecSlicos de la amida terciaria
trconilcspcrmidinag.

Se han cncontrado cstructuras macromolcculares que posecn alguna poliamina unida
covalentemente. Los dos cjemplos mds importantes son:

a) La hipusina, dondc la putrescina estd unida covalentemente a un residuo lisina de una
proteina dc PM 18.000 y punto isocléctrico 4cido. Esta proteina fue identificada como un factor
de iniciacidn dc la sintcsis protcica en cucariotes superiorcslo.

b) La a-putrescinil-timina. Esta pirimidina modificada rcemplaza la mitad de los residuos de
timina cn ¢l ADN dcl bacteriofago ow-1411,

Existen también en la naturaleza otras poliaminas en menor proporcién :

La cadaverina (1-5 diaminopentano) y la aminopropilcadaverina (aminopropil 1-5
aminopcniano) han sido identificadas c¢n varios organismos como E. coli y Neurospora
cra.ssalz’”.Gcncralmcnlc, sC cncucnlran ¢n mayor concentracién en mulanies auxdtrofas para
poliaminas crecidas en medio libre de cstos policationes. El significado fisioldgico dc cstas poliaminas
menos [recuentes sc desconoce, ya que no pucden reemplazar totalmente a las poliaminas cldsicas en
sus funciones'®. S ha encontrado también quc la cadaverina forma parte de Ja cstructura de la pared

dc algunos cocos anacrobios 14

La hidroxiputrescina fue aislada de Pseudomonas spb y Pseudomonas acidovorans 189.
En ¢l primer caso, esta poliamina ¢s mds cficicnte que la putrescina para cstabilizar 1a cstructura de los

ribosomas 16.

7

En cl organismo Thermus mennophilu.s1 y otras tcrmdfilas fueron descriptas una gran

varicdad de poliaminas nucvas, tales como:
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HC C~
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Espermidina
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Figura 1. Camino biosintetico de poliaminas en procariotes y plantas (de Tabor C.W.y Tabor H.;
Microbiol.Rev. 49:81, 1983).

Los genes indicados corresponden a las siguicnles enzimas: Spe, ODC; Spe A, ADC; Spe D, SAM-DC; Spe B, Agmatina
urcohidrolasa: Met K. S-adenosilmetionina siniclasa.



NH,(CH,)NH(CH,)4NH,
Norespermidina
NH,(CH,)4NH(CH,),NH,
Sym-homocspcrmidina
NH,(CH,)3NH(CH,)3NH(CH,);NH,
Termina
NH,(CH,);NH(CH,)3NH(CH,),NH,
NH,(CH,)3;NH(CH,)3NH(CH,)3NH(CH,)3NH,
Caldopcntamina
NH,(CH,)3NH(CH,)3NH(CH,)3NH(CH,),NH,

Homocaldopentamina

Algunas de cllas sc cncuentran también en bacterias mesélilas y en algunos organismos
supcriores. En termdfilos extremos ¢l contenido de poliaminas dependc de la tcmpcratura de
crecimiento, predominando las tetra y pentaaminas a altas temperaturas. Se desconoce la funcién de
cstas poliaminas raras c¢n dichos organismos, aunquc se piensa que podrian actuar estabilizando
macromoléculas como ¢l ADN u organclas como los ribosomas, frentc al aumento de la temperatura

de crccimicnlo”.

METABOLISMO DE POLIAMINAS

La concentracién intracelular de poliaminas cstd regulada por la célula de acuerdo con su
cstado de crecimicnto. Cualquicr célula en proliferacién activa sucle tener niveles elevados de estos
policationcs.

Hasta ¢l momento no ha sido posible determinar cudl cs la localizacién intracclular de estas
sustancias polibdsicas, debido a que cuando una célula sc rompe, cstos compucstos fucrtcmente
cargados sc uncn a diversas estructuras celulares, sufricndo una redistribucién durante la manipulacién.
Estudios recientes empleando resonancia magnética nuclear in vivo demucstran que ¢n E.coli la
putrescina se encuentra asociada a macromoléculas, probablemente ribosomas y/o fracciones que
conticnen membranas '8,

En los dltimos anos, una serie de estudios en el hongo N. crassa han decmostrado que las
poliaminas sc encucntran compartimentalizadas. En cste organismo, tanto la putrescina como la
ornitina - su precursor ¢n la via de biosintesis - s¢ encuentran secuestrados en vacuolaslg'zo. Hasta el
momento no se ha demostrado la compartimentalizacién en ningin otro organismo.

Los caminos dc biosintesis dc las poliaminas han sido dilucidados cn microorganismos,

plantas y mamifcros supcriorcs.
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Figura 2. Camino biosintctico de poliaminas cn mamiferos (de Pegg, A; Cancer Res. 48:759, 1988).



En la Figura | se mucstran los caminos biosintélicos para poliaminas en organismos
procariéticos y plantas. La putrescina pucde scr sintetizada por dos vias, una utiliza el aminodcido
ornitina como precursor y la otra arginina. El dador de grupos aminopropilo es €l aminodcido
metionina, a través de S-adenosil-metionina. Las enzimas claves para la rcgulacién de este camino
mctabdlico son: la ornitina decarboxilasa (ODC), la S-adenosil metionina decarboxilasa (SAM-DC) y
la arginina dccarboxilasa (ADC).

En cucariotes supcriores solo cxiste una via de biosintcsis de putrescina, la que utiliza el
aminodcido ornitina como precursor (Figura 2). A difcrencia de los organismos procariotes, se ha
identificado un camino metabdlico que puede reciclar y sintetizar putrescina a partir de espermidina o
cspermina, por medio dc la acetilacién de estos dos policationes y su posterior oxidacién. Las enzimas
claves para la regulacion de este camino metabélico son la ornitina dccarboxilasa, la S-adenosil
mctionina decarboxilasa y las aceliltransfcrasas.

Muchos dc los genes que codifican para estas cnzimas han sido aislados y clonados dc
diversos orgdmsmosZI -

Por otra parle, las poliaminas ingresan al interior de la célula por un sistema de transporte
activo, quc ha sido identificado en algunos organismos como E.coli, S. cerevisiae y una gran variedad

de células de mamiferos, aunque no ha sido caracicrizado complctamentc a nivel bioqufmico4'24'25.

EUNCIONES DE LAS POLIAMINAS

A pesar del gran progreso realizado en el conocimiento del metabolismo de las poliaminas
en diversos organismos, muy poco ¢s 1o que sc ha avanzado sobre dos preguntas fundamentales de este
campo:

1) ;Cudl es cl papel fisioldgico de estos policationces en los seres vivos?
2) ;Cudl es sumecanismo de accién?

Numecrosos estudios realizados en difercntes laboratorios demuestran la participacién de

estas bases orgdnicas cn proccsos fundamentales como proliferacién cclular2® 27 difcrenciacién

27 , modulacién hormonal, desarrollo cmbriog(:mc027, resisicncia a "slrcss"zs, elc.

cclular
La mayoria de cstos estudios han scguido tres tipos dc estrategias experimentales:

a) La corrclacién de distintos pardmectros dce la lisiologia celular con los niveles intracelulares de
poliaminas y la actividad de las enzimas biosintéticas correspondicntes. Este tipo de estudio sélo nos
permite lograr una primera aproximacion hacia los procesos fisiolégicos o metabdlicos afectados por
las poliaminas, pero no podemos obtener cvidencias dircctas de su participacion en cllos.

b) Estudios cn sistemas libres de c¢lulas (in vitro). Con cste tipo de estudios se ha demostrado la
participacién de las poliaminas en numerosos procesos. La interpretacién de estos resultados debe ser
cautclosa, debido a quc por ser compuestos altamente cargados pueden interactuar en forma
inespecifica con distintos componentes cclulares y estas intcracciones pueden no estar relacionadas con

sus [unciones bioldgicas cspecificas.



¢) El cstudio dc las alteraciones que sc producen cn células u organismos que carecen de o
ticnen disminuido su contenido cnddgeno cn poliaminas. En los dltimos afos se han aislado varias
mulantes auxdtrofas para los distintos policationes (putrescina, cspermidina, espermina) en diversos
organismos, que han sido utilizadas para numerosos cstudios. Por otra parte, se han descubierto varios
inhibidores especificos para distintas enzimas del camino biosintético de las poliaminas como el a-
difluormetilornitina (DFMO), inhibidor irreversible de la ODC29; el MGBG, inhibidor de la SAM-

30 31. Utilizando estos

decarboxilasa™ y la ciclohexilamina, inhibidor dc la cspermidina sintclasa
compucstos por scparado o ¢n forma conjunta sc pucde disminuir el contenido endégeno de poliaminas
cn una célula y cstudiar qué funciones cclulares se alteran ¢n estas condiciones.

Utilizando cstas distintas cstralcgias se ha demostrado la participacién dc las poliaminas en
difcrentes procesos, como diferenciacién celular 'y desarrollo embriogénico, pero debido a las
implicancias cn distintos campos (tratamicnto de cnfermedades ncopldsicas, desarrollo de agentes
antivirales y antichagdsicos) ha sido prioridad conocer cudl es su papel fisiolégico cn la proliferacién

cclular.

Poliaminas y proliferacion celular

Distintos organismos, tanto procariotes como cucariolcs, tienen niveles elevados de
poliaminas y d¢ sus cnzimas biosintéticas cuando prolifcran activamente. Este hecho sugirié que estos
compucstos podrian tcner un papel fisioldgico en la prolifcracién celular, lo que fue confirmado

utilizando mutanics auxétrofas para poliaminas o inhibidores dc la biosintesis de las mismas. En

32,3 |

algunas mutantes obtcnidas ¢n diversos organismos como S. cerevisiae 3, N. crassa'3 y Aspergillus

34, cl requerimicento de poliaminas c¢s absoluto. En otros casos, como varias mutantes

35-37

nidulans
obtcnidas en E. coli las poliaminas s6lo son nccesarias para un crecimiento éptimo. Algunos
organismos incapaccs de sintctizar estos compuestos naturalmente como Hemophylus parainfluenzae
las nccesitan como factor de crecimicnto 25, Por iltimo, numcrosos cstudios licvados a cabo ¢n c€lulas
de cucariotes supcriores demucstran que ¢l agregado de distintos inhibidores de la biosintesis de
poliaminas disminuve la velocidad de crecimicento de estas cClulas?®27,

Durante la proliferacién celular sc llevan a cabo dos procesos: ¢l crecimiento, en que se
duplica la masa celular, y la divisién, en quc los componentes celulares y 1a informacién genética son
distribuidos cntre la célula madre ¢ hija, dando lugar a dos organismos id¢nticos. Hay cvidencias

cxperimentales que asignan a las poliaminas distintas funciones en ambos procesos.

Efecto de poliaminas sobre crecimiento celular

El evento clave durante cl crecimicnto celular es la duplicacién del contenido de ADN (que
cs un requisito absoluto para que la célula pucda dividirse). Ademds, la célula aumenta su contenido en
organclas y macromoléculas mediante la sintesis de ARN (tARN, rARN y mARN), y la sintesis de



proteinas. Sc han encontrado cvidencias de la participacién de las poliaminas en estos procesos claves

para cl crecimicnto celular.

Poliaminas y ADN

Los niveles de poliaminas sufren variaciones a lo largo del ciclo celutar?’ presentando un
pico mdximo cn cl final dc la fase G previa ala fase S de replicacién cromosomal. Algo semejante
ocurrc con la enzima ODC, primera cnzima en el camino sintélico de poliaminas. Varios hechos
cxperimentales sugicren que csta sintesis de poliaminas prepara a la célula para la sintesis de ADN:
1- Los factorcs que retardan o impiden la cntrada cn fasc S también afcclan la aparicién del pico de
ODC?. 2 La cantidad de poliaminas acumuladas ¢n [asc G cstd dircctamente relacionada con la
fraccién de células capaces de entrar en fasc $¥.

Varios cstudios i vivo ulilizando tanto mutantes auxétrofas para poliaminas como
inhibidores de la biosintesis de las mismas han demostrado la participacion de cstas bases orgdnicas en
la sintesis de ADN. Diversos tipos de células tratadas con cstos inhibidores ticnen una mcnor
incorporacion dc timidina-H* y debido a que la velocidad de clongacién s¢ encuentra ligeramente
disminuida, se atribuyd csta disminucion a una reduccién cn la iniciacién de la sintesis de ADN40. sin
cmbargo, Geiger y Morris, trabajando con mutantes de E. coli aux6trofas para poliaminas, encontraron
quc la velocidad de clongacion de la sintesis de ADN estaba muy disminuida en ausencia de estos
policationes, lo quc sugicrce una participacién dirccta de los mismos cn la replicacién, probablemente
como cofactores™* !

Se han realizado numcrosos cstudios sobre la intcraccién de ADN y poliaminas c¢n sistemas
libres de células. Estos policationes protcgen las macromoléceulas de la desnaturalizacién por calor? y
dc la ruptura por fucrzas mecgnicas0. Sc han utilizado diversas técnicas como dicroismo circular,
absorcién cn cl ultraviolcta, etc., para cstudiar las interacciones con cl ADN26. Sin embargo, la
interpretacion de estos datos debe hacerse con cautela debido a que cestos policationes podrian actuar
mediante intcraccioncs idnicas no especificas, ya que sales de cationes trivalentes como CO3+(NH4)6.
quc no ticnen relacion estructural con las poliaminas, producen efectos similares43. Sin embargo,

estudios tedricos recicntes sugicren la existencia de sitios especificos de unién de la espermina al

ADNH,

Poliaminas y ARN

Mencionaremos algunos ejemplos dc la accién de poliaminas sobre la sintesis de ARN.
Si se estimula la sintesis de ARN con hormonas, s¢ incrementan los niveles intracelularcs de

poliaminas y ODC: cn rifion la actividad de csta cnzima incrementa 1.000 veees su valor basal luego de
suministrar andrégenos a ratoncs CllSlrild()S4>.



Se obtuvieron resultados muy intercsantes perfundiendo corazén de conejo con MGBG, ya
quc junto con la disminucién intracelular de poliaminas y ARN sc reduce la acetilacién de histonas
ricas cn arginina. El agregado de espermidina junto con MGBG impide la inhibicién de la sintesis de

ARN y la disminucidn cn la acetilacion de histonas, lo que sugicre que estos policationes pucden tener
algun papcl cn la regulacion de la expresién gcnética46.
La sintesis total de ARN in vivo en ccpas de E. coli auxdtrofas para poliaminas estd

disminuida cn auscncia de éstas. Al agregarse alguna dc cstas bases orgdnicas se recupera primero la

N7 Las subunidades By B decla ARN polimerasa estdn cntre

las primcras proteinas cuya sintesis aumenta por agregado de poliaminas48.

sintesis de proleinas, y lucgo la de AR

Las poliaminds tambi¢n afcctan cl control cstricto de la transcripcién. Una mutante de E.coli
suplemcentada con estos policationcs, asi como la cepa parental, se comportan como estrictas, €s decir,
la sintesis de ARN cstablc cesa cuando se detiene la sintesis de protefnas por falta de un amino4cido.
En cambio, las mutantes cultivadas cn auscncia de poliaminas se comportan como relajadas, ya que la
sintesis dc ARN continia ain cuando fa sintesis proteica sc¢ detiene??.

Los cstudios realizados en sistemas libres de c€lulas sugicren que las poliaminas estdn
involucradas cn lodos los pasos de la sintesis y degradacién del ARN?". Por las razones citadas
antcriormente, sc¢ debe tener mucha caulcla al interpretar estos resultados. Ha suscitado particular
interés la unién de cstos policationes con tARNDl, ya que sc¢ consideré modelo de estudio de la
interaccién de cstas bascs orgdnicas con cstc dcido nucleico. Varios trabajos han demostrado sitios de
unién cspecificos para poliaminas, los mds recientes sugieren la existencia de dos sitios a baja fuerza

i6nica y solo uno a alta fucrza iénicasz.

Poliaminas y sintesis de proteinas

La participacién de las poliaminas en la sintesis proteica ha sido demostrada por numerosos
cstudios tanto in vivo como in vitro.

Cuando se somctcn cepas mutantes dc E. coli aux6trofas para estos policationes a
condiciones dc ayuno para los mismos, la sintcsis de macromoléculas (ADN, ARN y protcinas) se
cncucntra disminuida. Al agregarsc poliaminas al medio de cultivo primero s¢ recupera la sintesis de
proteinas y lucgo la sintesis de ARN y ADNY?. Aigranali y colaboradores decmostraron quc este

defecto cn la sintesis de proteinas se origina en la biosinicsis y/o ensamblado del ribosoma

53

procaridtico™". En condicioncs dc ayuno para poliaminas, cstas mutantes presentan un perfil ribosomal

34

alterado, con mayor disociacion de sus subunidades Estos ribosomas son mds resistentes a

antibidticos del grupo de los aminoglicdsidos como la cslrcplomicina”. Dichas organelas, aislados de

las mismas mutanics cultivadas sin poliaminas ticnen una menor actividad de sintesis de proteinas cn

56

sistemas libres de células” 4, son menos cleclivos para iniciar la traduccién™ y tienen menor afinidad

5

por estreptomicina 7. Utilizando meczclas heterélogas de subunidades con ribosomas normales y

anormales y evaluando su actividad cn sistcmas libres de células, los mismos autores demostraron que



cl defecto sc encontraba cn la subunidad 30S del ribosoma procari(’)licoss. Posteriormente, Igarashi y

colaboradores demostraron que ¢l ARN 16S que compone la subunidad mcnor dcl ribosoma estaba
submciilado, y que la proteina S, cstd en menor cantidad en csta subunidad®®.

Exislen algunas mutantcs de E. coli auxétrofas para poliaminas, que en ausencia de las
mismas, crccen con una velocidad 30% menor que la cepa parental. Tabor y colaboradores
demostraron que si a cstas bactcrias se les introduce una mutacién rpsL (que afecta la proteina
ribosomal §,), ¢l requerimicnto de poliaminas para crecer sc vuclve absoluto. Una posible explicacién

de cste fendmeno scria que la estabilidad y/o conformacién de los ribosomas que contienen una
proteina S, alterada, estaria muy influenciada por la presencia o ausencia de poliaminas60.

Estudios rcalizados ¢n sistemas libres de células indicaron que las poliaminas son capaces de
rcemplazar parcialmente, pero no totalmente, el requerimicnto de Mgz+ para la sintcsis prolcica(’l.
Las poliaminas, cn delerminadas concentraciones, ticnen un cfecto estimulante sobre casi todos los

pasos dc la sintesis proteica. Asi sc unen al tARN promovicendo cambios conformacionales que lo

62. inducen la asociacion de las subunidades

y la unién del ARN mensajero (poliU) y del aminoacil tRNA a los ribosomas®®.

hacen mds activo cn su capacidad accptora dc aminodcidos
ribosomales®:63-63
Muchos de cstos procesos pucden inhibirse por un exceso en la concentracién de poliaminas.

Las poliamings también afectan la fidelidad de la traduccién en sistemas libres de células, la
aumcnian cuando se agregan cn concentraciones fisioldgicas y niveles subSptimos de Mg2+66. A altas

2+

concenlraciones dc Mg“ ™, estos policationes no tienen efcclo o disminuyen la fidelidad®. Por otra

parte cl agregado de cspermidina corrige parcialmente el aumento ¢n los errores de la traduccidon
provocada por cstreptomicina en sisicmas libres de célulasss,

Estudiando in vivo la influcncia de estos policationes sobre la fidclidad de la traduccién con
mutantes auxétrofas para poliaminas sc concluyé quc las mismas disminuyen los errores que suceden in
vivo a alta frecucncia, micntras no pareccn tencr efecto sobre los crrores que ocurren a menor

fi rccucncia67.

Efectos de poliaminas sobre la divisién celular

Mecdiante la divisién cclular ¢l contenido nuclear y citoplasmdtico de la célula madre cs
rcpartido cn partes iguales dando lugar a la formacién de dos células idénticas; se han encontrado
prucbas de la participacion dc las poliaminas en este proceso. Algunas células ayunadas en poliaminas
por tratamicnto con inhibidores dec la biosintesis de las mismas, ticnen un alto indice de células
binucleadas®. El agregado de espermidina reduce este indice a niveles comparables con ¢l control; por
lo tanto las poliaminas cstdn involucradas de alguna mancra con la separacién nuclear. El aparato
mitético responsable de dicha separacién y de la ciloquinesis estd compuesto por filamentos de actina.
Varias c€lulas analizadas cn fase mitStica y tratadas con inhibidores dc la biosintesis de poliaminas
picrden la integridad de dichos filamentos; ¢l agregado de espermiding produce la reaparicién de los

mismos. La intcgridad dc los filamenlos ¢s csencial para que la c€lula pucda rcalizar una ciloquinesis
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Figura 3. Ciclo cclular dcS.cerevisiae.

SPBSE: Tormacion de la placa satélite, SPBI: duplicacion del centriolo, CRF: formacion del aro de quitina, MRF: formacion
del anillo de microlilamentos. BE: aparicion del brote, iDS: iniciacion dc la sintesis de ADN cromosomal, DS: sintesis de ADN
cromosomal.SPBS: separacion del huso, NM: migracion nuclear. mNM: estadio medio de la migracion nuclear, SE: elongacion
del huso, IND uluma etapa de fa division nuclear. CK: citoquinesis, CS: separacion celular (de Harwell, L.H.
Bacteriol.Rev.38:104, 1974).



normal®®. Ei agregado de poliaminas cn concentraciones fisioldgicas promueve la polimerizacién de
los filamentos dc actina en sistemas libres de células69 y cstimula ¢l cambio de conformacién de esta

protcina de su forma globular a filamentosa®®.

LA LEVADURA S. cerevisiae COMO MODELO DE ESTUDIO

La levadura S. cerevisiae c¢s un organismo unicelular que puede crecer rdpidamente en
medios sintéticos. Sc reproduce por brotacién y el brote aumenta de tamaiio a lo largo del ciclo celular
dc manera tal quc los distintos cventos del mismo son fdcilmentc caracierizables morfolégicamcnlc70.
Adcemds cste organismo cs [dcilmente manipulable genética y bioquimicamente, y los clementos
bdsicos de su estructura celular, sintesis de macromdleculas, replicacidn y segregacién del cromosoma
son bastanic homdlogos a los obscrvados cn células superiores de animales y plantas. Todos estos
clementos hacen quce la levadura S. cerevisiae sca un modclo interesante para cl estudio y funcién de

las poliaminas en cucariotcs.
Ciclo celular

El ciclo cclular ¢s el proceso de reproduccién vegetativa mediante el cual una célula se
duplica originando dos organismos genéticamente idénticos. Al igual que en otros eucariotes, en la
levadura ha sido dividido cn cuatro fascs: la [ase G que precede a la iniciacién de la replicacidn; la fase
S durante la cual se replica ¢l ADN cromosomal; la fase G, previa a la mitosis; y por iiltimo la fase M
donde ticnen lugar la mitosis y la divisién nuclear.

En cada una dc cstas fases hay eventos cspecificos que se manifiestan una o dos veces por

ciclo (Figura 3), decnominados procesos discontinuos n

; comicnzan en la fase G luego de atravesar el
punto de control "start”. En la fasc G] tardra, cl centriolo (SPB) quc cs un sistcma localizado en la
cnvoltura nuclcar que organiza 1odo cl sistema de microtibulos, desarrolla una pequceiia estructura
satélite, ¢ inmediatamente después sc duplica; al mismo tiempo aparcce ¢l brote cclular y comicnza la
replicacion del genoma que dura aproximadamente ¢l 25% dcl ciclo celular. Este dltimo cvento marca
cl comienzo de la fase S. Cerca del [final de esla fase, los centriolos se separan formando el huso
mitdtico, lo quc marca cl final de la segunda ctapa del ciclo. El final de la fase GZ estd marcado por la
migracién del nicleo hacia ¢l cuello de la brotacién. Durante la fasc M o mitética, el huso sc clonga y
s¢ produce la divisién nuclcar; al igual que cn otros hongos, la membrana nuclcar no desaparcce
durantc estc proceso. La falta de condensacién y cl pequeiio tamaio de los cromosomas no permiten
dcterminar con precision ¢l momento ¢n quc se produce la segregacion mitética. Por definicidn, la fase
G] comienza una vez lerminada la divisién nuclear, por lo tanto la citoquinesis y la scparacién celular

ocurren en la fase G| temprana.
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Son nccesarios por lo menos 50 genes para que tenga lugar un ciclo celular normal’ 1. Debido
a que una muitacién en cualquicra de estos gencs es letal para el organismo, se aislaron mutantes
tcrmosensibles que sc dcnominaron ‘mutantes deficientes en cl ciclo celular (CDC). En teoria, el
producto de csos gencs es nceesario ¢n sélo uno de los eventos discontinuos dcl ciclo celular; por lo
1anto, una mutacién condicional va a scr rcconocida porque a la temperatura no permisiva, todas las
células de un cultivo asincrénico se detendrdn cn aquella etapa donde se requiera el producto de dicho
gen. El fenotipo que presentan las células a la tcmperatura no permisiva se llama terminal’C. Podemos

cncontrar algunos cjemplos de cstas mutantcs y de sus fenotipos terminalces en la Tabla 1.

Gen Fenotipo Etapa afectada
terminal ala temp. no
permisiva
CDC3 M MRF
CDC4 D iDS
CDC7 H iDS
CDC9 H DS
CDC 10 M MRF
CDC 13 H mND
CDC 14 J IND
CDC 24 C CRF
CDC 25 A SPBSF
CDC 31 E SPBE
CDC35 A SPBSF

Tabla n® 1. Algunos genes CDC, especificando su fenotipo terminal y ¢l evento discontinuo
alcctado a la iemperatura no permisiva,

Fenotipos terminales: A.- células no brotadas. uninucleadas, arrcstadas en fase Gl que no continuan el crecimienlo a la
temperatura no permisiva. C.- células no brotadas que no pucden formar el aro de quitina pero continuan el crecimicnlo, la
sintesis de ADN y la division nuclear. 1D.- células multibrotadas. mononucleadas, en (ase Gl‘ su centriolo se encuentra
duplicado pero no separado. continuan su crecimiento a la temperatura no permisiva. E.- células con una sola brolacidn,
mononuclcadas. arrestadas en [ase G, su centriolo ticne aproximadamenie ¢l doble del tamaio pormal pero no se encuentra
duplicado. H.- células con una sola hr&ucio’n.nmnonuclcndns. arresladas cn fase Gl o G, con centriolos cortos y completos, su
ntcleo se encuentra situado ¢n ¢l cuello de brotacion. J.- células con una sola brotacion, uninucleadas, arrestadas en fasc 02.
con husos mildlicos complctos y exiendidos entre célula madre e hija que continuan el crecimiento a la temperatura no
permisiva. M.- células multibrotadas y multinucicadas. SPBSF: formacion del cuerpo satélitc del huso mitdlico, SPBD:
duplicacion del centriolo, MRI: Tormacion del anillo de microfilamentos, CRF: formacion del anillo de quitina, iDS: iniciacion
de la sintesis de ADN cromosomal, DS: sinlcsis de ADN cromosomal, mND: estadio medio de la division nuclear, IND:
estadio tardio de la division nuclear.(de Pringle J.R. v Hartwell L.H.; 1982, The S.cerevisiae cell cycle. In J.N.Strathern, Jones
E.Wy Broach J.R.; ed. The Molecular Biology of the Ycast S.cerevisiae, Vol 2).

Conjuntamente con los cventos discontinuos del ciclo celular hay un proceso continuo
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Figura 4. Divisién asimétrica cn S.cerevisiae.

La célula madre y su hija tienen distinto tamaio en ¢l momento de la division. La nueva célula debe crecer mds y tarda mds
ticmpo ¢n alcanzar el punto start (de Pringle J.R. y Hartwell L.1L: 1982, The S.cerevisiae cell cycle. In J.N.Strathern, Jones E.W
y Broach J.R.; ed. The Molecular Biology of the Yeast S.cerevisiae, Vol 2).



1273 ¢) metabolismo intermedio’ ! y el

caractcrizado por cl mantcrimicnto dcl medio interno
crecimiento cclularﬂ; csle proceso ticne lugar aun cn células que no hayan cntrado al ciclo celular o
estén detenidas en alguna de las clapas del mismo. Los procesos principales del crecimiento cclular son
Ja sintesis de la pared celular, de ARN y proteinas y 1a replicacién del ADN mitocondrial.

La célula coordina los cventos discontinuos y continuos del ciclo celular de forma tal que se
divida una sola vez por duplicacion de la masa celular. Una gran cantidad de cxperimentos sugicren la
cxistencia de un solo punto de control donde las fcromonas sexualces, €l crecimiento, la disponibilidad

70

de nutricntes y los eventos del ciclo celular previo cjercen su accién ™. Este punto ha sido denominado

start, y una vez complctado la célula desarrolla el programa de eventos discontinuos del ciclo. Johnston

75'76. que explica la coordinacién entre

ctal’d propusieron un modclo, confirmado por varios autorcs
crecimiento y ciclo celular (Figura 4). Ticnc dos proposicioncs fundamentales: 1) Normalmente, la
ctapa limitante de la prolifcracion celular ¢s ¢l crecimiento y no ¢l progreso a través de los distintos
cvenltos discontinuos. 2) La levadura debe Ilegar a un tamaiio critico para que  sc active uno y solo uno

de los eventos discontinuos, ¢l pasajc por ¢l punto start.
Parcd cclular

Con cxcepcién de la regién del septo, la parcd celular de S. cerevisiae presenta una
morfologia bastantc uniforme, .
Su composicién quimica cs bastantc simple y consta de tres clases de polisacéridos:

1) Las manoprotcinas que son polimeros de 100-200 residuos de manosa unidos covalentemente
por N-diacclilquitobiosa a rcsiduos asparagina dec las protcinas. También se pucden obscrvar
polimcros mds cortos dc manosa unidos a scrina y treonina. Estos compucstos constituyen cl 45% de la
parcd, habicndo por lo menos dos tipos de manoprotefnas: los componentes estructurales de la parcd77
y las exoenzimas como la invertasa y la fosfatasa dcida. Su biosintesis sc realiza por un camino similar
al dc las glicoproteinas cclularcs dc mamifcros.

2) Los glucanos, que son polimceros de glucosa con uniones §1-3 6 81-6; constiluyen el 45 % dc
la pared. Se han podido aislar dos tipos de glucanos ¢n basce a su solubilidad ¢n dlcali o en medio 4cido.
A partir de células centeras s¢ obticne por calentamicnto cn medio 4cido un glucano altamente
ramificado donde predominan las uniones ,61-678'79. Del residuo de la extraccién 4cida cs posible
aislar por tratamicnto alcalino un glucano dondc prcdominan cn cambio las unioncs ﬂ1-380, que
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también se puede preparar por tratamicnto a pH alto a partir de paredes aisladas™ . La biosintesis del

glucano B1-3 es calalizada por la glucano sintctasa a partir dc UDP-Glc; la cnzima cs activada por
nuclcstidos, sicndo GTP ¢l mds cfectivoS?,

3) La guitina, que es un polimero lincal dc N-acetil glucosamina con uniones B(1-4), constituye
¢l 1-2% dc la pared. Estc polimero polimdrfico puede presentar tres tipos de estructuras cristalinas «, 8
y o . En la parcd de levaduras s6lo existe la forma a83, quc tienc un alincamiento antiparalelo de las

cadenas de N-acetil glucosamina. En csta cstructura, los puentes de hidrégeno son mdximos y ¢n



B01—-+6)Glucano

Membrana
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Figura 5. Esquema del crecimiento de la pared celular a lo largo del ciclo celular.

LLa pared celular nueva se representa rayada; la vieja en blanco y la quitina en negro.SP primordio septal; PS septo primario; SS
septo secundario y BSc cicatriz celular. A.- aparicion del brote celular y formacion del aro de quitina; B.-crecimiento de la
pared en le brote a lo largo del ciclo celular; C y D.-formacion del septo primario; E.- formacicn del septo secundario; F.-
separacion celular (de Cabib E. y Roberts R., Ann.Rev.Biochem. §1:763, 1982).




consccucncia cste compucesto ¢s altamente resistente a la extraccién qufmica84. El 90% de este
polimcro sc encuentra formando ¢l scploss. Se han identificado dos cnzimas responsables de la
biosintesis de quitina, la quitina sintctasa 1 y la 8687177 5 quitina sintetasa I ha sido estudiada
cxtcnsamente, utiliza UDP-NAcGlc como sustrato, se activa por degradacién proteolitica de su
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zZimGgeno, y s¢ cree que ¢s la responsable de la reparacion de la pared cclular
C
88

, y s¢ ha clonado
recicntemente ¢l gen que la codifica®™. Ademds sc ha podido identificar olra enzima, la quitina
sintclasa 1, la cual no cs activada por protcdlisis y cs la verdadcra responsablc de 1a sintesis de quitina
en cl scplo durante ¢l ciclo celular®®.

Sc ha podido dilucidar la cstructura--de la pared celular mediante observacién por
microscopra clectrénica, accién de cnzimas Iiticas, extraccién diferencial de glucanos, unién cspecifica
de lectinas o anticucrpos. En la Figura 5 A s¢ mucstra un csquema de la pared. La capa mds cxicrna
esld compucsta por manoproteinas, scguida de una capa intermedia formada por glucano 81-6, y por
iltimo la capa mds interna de glucano B1-3. En la figura 6 s¢ pucede obscrvar su ultraestructura por
microscopia clectrénica, pudiéndosc distinguir ¢n estc caso la capa cxterna mds clectrodensa de
mananos.

Como ya s¢ ha descripto antcriormente, la aparicion del brote marca cl final de la fase G del
ciclo celular. Esta formacion ¢s una protuberancia que tiene aproximadamente 1 um de ancho en la
basc; su pared ¢s continua con la de la madre(Figura 5-A). Mcdiantc (€enicas autorradiograficas se ha
demostrado que crece continuamente a lo largo del ciclo celular (Figura 5-B)90. La sintesis de la pared
s¢ cncucntra localizada cn ¢l brote como pucde verse por autorradiografia usando precursores
marcados y por tincidn con colorantes fluorcscentes gspecificos para los componentes de la parcd91'94.
Sc han propucsto varios mccanismos para cxplica"r. la incorporacién del nuevo malterial a la pared
cclular. La idea mds aceptada cs que ¢l nuevo material sc inserta cn sitios de crccimiento donde la
parcd cclular ha sido lisada por accién de varias glucanasas cspccx’ﬁcasg“'gs. Estos sitios de crecimiento
se encuentran ubicados ¢n ¢l brote cuya localizacidn cstarfa regulada por los genes CDC que controlan
cl ciclo cclular . Varias cepas que poscen mutaciones termoscensibles en alguno de estos genes y que
afectan distintas ctapas del ciclo, como duplicacién del centriolo, sintesis de ADN, iniciacién de la
brotaciom o division nuclear, continian crecicndo a la tcmpceratura no permisiva en forma desordenada,
aumentando ¢l tamano tanto de la célula madre como de la hija74. Por lo tanto, la interrupcién del
ciclo cclular altcra ¢l mecanismo de localizacién de la sintesis de pared.

Cuando aparccce ¢l brote sc forma un aro ¢n la unién con la ¢élula madre, que observado por

96

microscopia clectrénica presenta una menor densidad clectrénica (Figuras-A)™, Ultlizando colorantes

especificos para quitina ¢ inhibidores de la biosintesis de la misma sc ha demostrado que este aro csté

formado por dicho polisacairido97

. Al final dcl ciclo celular, luego de la divisién nuclear, tiencn lugar la
citoquincsis y la scparacién cclular, la membrana plasmdtica sc invagina donde se juntan ambas células,
y ¢l aro de quitina crece en forma centripeta formando el septo primario (Figura 5-C-D y 6-A); el
septo sccundario sc forma posteriormente, por deposicién de glucano y manano sobre ¢l septo primario

(Figura 5-E y 6-B). Cuando las c¢lulas se scparan, ¢l septo primario constituido por quitina ¢s retenido
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Figura 6. Microscopia electronica de la pared celular.
A.-formacidn del septo primario y B.-formacion del septo secundario (de Hartwell, L.H. Bacteriol. Rev.38:164, 1974).



por la célula madrc formando la cicatriz de brotacién (Figura S-F)SS. Para que aparezca el septo se
requicre que sc completen otros cventos del ciclo celular como la sfntesis de ADN, la divisién nuclear y
la formacién del brote. Todas las mutantcs termosensibles del ciclo celular que a temperatura no
permisiva se¢ bloqucan cn alguna de cstas etapas son incapaces de formar el scplogs. Tampoco lo
forman aqucllas mutantes que no pucdan rcalizar ciloquincsis99. Esto es l6gico, debido a que la
citoquinesis y la dcposicién del septo primario son coincidentes. La formacién del septo secundario
rcquicre la sintesis previa del primario; cuando esta iltima es inhibida, ¢l material que formarfa el
septo sccundario se deposita anormaimente!%. Estos cventos, a saber citoquinesis, formacién del
scpto y scparacién cclular, pareccn comenzar muy temprano cn ¢l ciclo celular junto con la aparicién

del brolc99.

Durantc cada ciclo celular sc [orma un solo brote por célula cn S.cerevisiae y su momento de
aparicién cstd estrictamente regulado, corrclaciondndose cstrictamente con la duplicacién y aparicién
del centriolo. Algunas mutantes termosensibles, incapaces de duplicar ¢l centriolo a la temperatura no
permisiva, no presentan brotacion; asimismo no se han dcicclado células brotadas que no tengan esta
cstructura dupliczldalm. En cambio otras mutantcs que no pueden separar los centriolos duplicados,
forman mds dc un brotc por célula. Por lo tanto, la scparacién dcl centriolo cjerce un control negativo
sobre la iniciacién de la bro!aciénloz.

La Icvadura brota cn lugares cspecificos, en ¢l drea de mayor curvatura de los polos de la
célula. El sitio dc brotacién sc encucntra ubicado en lugares diferentes ¢n células haploides o diploides,
en cl primer caso estd alrededor dc la cicatriz de nacimiento y en ¢l segundo en el polo dista1193. Se han
descripto dos casos donde se encuentra altcrado ¢l mecanismo de localizacién de la brotacién:

1- Levaduras que crecen a muy baja velocidad en un quimiostato con glucosa limilanlelm; y2-

la mutante del ciclo cclular cdc24, en quc la brotacién se produce en sitios anormales!03.

Ribosomas y sintesis de proteinas

El ribosoma dc levadura como ¢l de otros cucariotes ¢s una ribonucleoproteina que tiene un
cocficiente de sedimentacién de 80S y esta formada por dos subunidades de 40S y 60S que sc encuentran
en cquilibrio con ¢l monémero; estc cstado dindmico es muy importante cn la sintesis proteica. En
sistcmas libres de c€lulas, el cquilibrio es afectado por varias condiciones como pH, concentraciones de
cationcs divalentes y monovalentes, solvenics orgdnicos, urca, cic. 106.

El ribosoma cs una particula compleja compuesta por cuatro tipos de dcidos ribonucleicos y
aproximadamentc 70 ( £ 10) proteinas, dependiendo de los métodos de extraceién y analisis1?7.

La subunidad 40S cstd formada por un rRNA dc 18S y 30(+ 5) proteinas, y la subunidad 60S

por trcs TRNA de 258, 5,85 y 5S, ademds dc 40(+ 5) prolcfnaslm.
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Ornitina decarboxilasa
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Figura 8. Biosintesis dc poliaminas cn S.cerevisiae (dc Tabor C.W. y Tabor H.; Microbiol.Rev. 49:81,
1985) .



En la Figura 7 podemos obscrvar un esquema del camino biosintético para el rRNA.

/zos > 188 —— 5 405
—
358 —cie—> 328 o> 27S 258
~
\\\
TS s — 5585 | —-———>60S
———————— 5 5S

Figura 7. Esquema de la biosintesis de los ribosomas cn S. cerevisiae (dc Warner J.R. The Ycast
Ribosome: Structure, Function and Biosynthesis; In J.N.Strathern, Jones E.W y Broach J.R.; ¢d. The

Molccular Biology of the Ycast S.cerevisiae, Vol 2).

A mcdida que sc procesa ¢l rRNA se produce ¢l cnsamblado y maduracién de la partfcula
ribosomal. Al rRNA sc le unen varias protcinas, la mayoria de ellas ribosomales, en forma escalonada
y ordenada, formando difcrentes ribonuclcoproteinas intcrmedias denominadas prc-RNPlOS. Este
proceso se produce casi ¢n su totalidad en ¢l nucleolo y los idltimos pasos en la maduracién de las
subunidadces ribosomalces son ciloplusnuilicoslog.

El mecanismo de sintesis de proteinas es similar al descripto ¢n otros cucariotes. Tiene tres

ctapas: iniciacion, clongacién y lcrminacién. Los mensajeros son monocistrénicos y poscen cap.

Mciabolismo y funcién de poliaminas cn S. cerevisiae

En S.cerevisiae sc encuentran presentes las poliaminas putrescina, cspermidina y espermina
cn concentraciones de (.45, 2.0 y 0.3 pmol por g. himedo de células, rcspcclivamcnlc“o. Hasla el
presente no se han identificado ninguna de sus formas derivadas, por cjemplo acetilados, ni ninguna
otra poliamina cspccial.

La biosintesis de cstos policationes s similar a la descripta en otros eucariotes (Figura 8).
No parecen cxistir caminos alternativos (por acclilacién) para la formacién de putrescina como los
obscrvados ¢n mamiferos superiores. Varias dc las cnzimas de estc camino biosintético han sido
purificadas a homogencidad y algunos de los genes que las codifican han sido aislados y clonados. Se
describen a continuacién las principales enzimas:

a.-La ornitina decarboxilasa (ODC) dc S. cerevisiae purificada a homogencidad tiene un PM
110.000; es una proteina oligomérica compucsta por dos subunidades de 53 Kd. y tiene piridoxal fosfato
como cofactor. La putrescina la inhibe competitivamente ; la a-difluormetilornitina (DFMO) cs un

111

inhibidor irreversible en un sistema libre de células™ " 7. El gen que codifica para la ODC ha sido

. 2 . . . -
aislado® ! B3 Hasta cf momento, la regulacion de esta enzima no ha sido aclarada. Su actividad es
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mayor en cultivos ¢n répida proliferacién y varia en las distintas fases dc la curva de crccimienlollz. La
vida media de la ODC de S. cerevisiae cs de 6 hs, valor muy superior al observado en otros eucariotes
(10-20 min). El agrcgado de cspermidina y espermina inactiva la enzima disminuyendo su vida media a

2 hs. Esta pérdida de actividad no estd asociada a degradacién proteica y depende de la sintesis de

111

proteinas, lo que sugiere una modificacién posi-traduccional de la enzima no aclarada hasta el

momento. No hay ninguna prucba dc la presencia de antizima en levadura,
b.-La S-adenosil metionina decarboxilasa ha sido purificada a homogeneidad, estd compuesta

por dos subunidades de PM 41.000 y ticne unida covalentemente una molécula de piruvato que es

cscencial para su actividad. La enzima cs activada por putrescina, pcro no por Mg2+; es inhibida por

melil-glioxal-bis(guanilhidrazona) y por su producto la S-adcnosilmetionina decarboxiladall4,

c.-Existen en levadura dos aminopropiltransferasas, la putrescina-aminopropil transferasa y la

cspermidina aminopropil transfcrasa, codificadas por dos gencs indcpcndicnlcsl lS; cslas cnzimas no
han sido purificadas hasta cl momento.

En los wltimos afios sc han aislado mutantes de levaduras auxdtrofas para poliaminas en

varios laboratorios , algunas dc las cualces ticnen alterado ¢l gen que codifica la oDc21:3233,116 g,

auscncia de poliaminas, algunas dc estas ccpas no pueden creeer, y otras lo hacen 2 muy baja velocidad

2 ni mantener cl

con T1/2 de 10-60 hs (T1/2 normal: 3 hs). Por otra partc, no pucden csporular3
pldsmido "killer"! 18, Nosotros hemos trabajado con una ccpa mutantc aislada por Hosaka et al, no
caracterizada genéticamente, que no tiene actividad de ornitina decarboxilasa y. que tiene disminuido el
transporic de colina, cn consecucncia incorpora menos colina a fosfatidil colina y la sfntesis de la
membrana celular se cncucntra altcrada; ademds no crece en ausencia de poliaminas33.

Sc han aislado varias mutantes dcficicntes en la cnzima S-adenosil metionina

n7 que por ayuno de poliaminas no conticnen espcrmidina ni espermina, si bien

decarboxilasa
acumulan putrescina y ticnen niveles muy altos de opc! V7 En cstas condicioncs, hay una marcada
disminucién dc la vclocidad de crecimicnto, incapacidad para csporular y pérdida del pldsmido
"kilierr1 17118

Se han aislado mutantes deficientes en las dos aminopropil transferasas, aunque no han sido

caracterizadas hasta el momcnlo1 15.



MATERIALES Y METODOS

Descripcién de cepas cclulares

Se utilizaron para la realizacién de este trabajo las ccpas S. cerevisiae X-2180 1B (MATe) (
proveniente del Yeast Genetic Center, University of California) y S.cerevisiae 179-5 . Esta dltima fue

obtenida por mutagénesis quimica a partir de X-2180-1B por Hosaka y colaboradorcs33

, quienes
tenian interés en conocer ¢l papel bioquimico de agentes promotores de la prolifcracién celular, tales
como las poliaminas, cn la sintesis dc la membrana cclular, cspecificamente la biosintesis de
fosfolipidos. Esta mutantc no ha sido caracterizada genéticamente, posee muy baja actividad de
ornitina dccarboxilasa y niveles muy disminuidos de poliaminas. En ausencia de estas bases orgdnicas,
cl transportc dc colina sc cncuentra disminuido. Por reagregado dc estos policationes al medio de

cultivo se rccuperan niveles normalces, dependicndo de la sintesis de protcinas.

Mcdios dc cultivo

YPAD: Mcdio rico quc conticne cantidad suficiente de poliaminas para permitir un crecimiento

normal dc mutantes deficientes en la sintesis de estas bases orgdnicas.

Contience (%):

Extracto de levadura Difco 1
Pcptona Difco 2
Glucosa 2
Adenina 0,05 mg/ml
Agar (solo para medio sélido) 2

Sc csteriliza por autoclavado 1202C 20min.

Mcdio de Wickerman modificado:

Es un medio minimo complcio, libre dc poliaminas, y sc utiliza para ayunar dc estos

policationcs a S.cerevisiae 179-5. Su composicién quimica cs la siguicnte:
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KHZPO4 0,785 mg/mi

K,HPO, 0,125 mg/ml
NaCl 0,1 mg/ml
MgSO,.TH,0 0,5 mg/ml
CaCl,.2H,0 0,1 mg/ml
H;BO, 0,01 ppm
CuSO,4.5H,0 0,01 ppm
KI 0,10 ppm
FeCl4.6H,0 0,05 ppm
ZnSO4.7H,0 0,07 ppm
Biotina 2 ng/ml
Pantotenato dc calcio 400 ng/ml
Inositol 2ng/ml
Piridoxina 400 ng/ml
Tiamina 400 ng/ml
Glucosa 2%
SO4(NHy), 0,1 %
Agar (para medio sélido) 2%

Para cvitar precipitaciones durantc la esterilizacién, se autoclavan por separado 20 minutos a

120°C las mezclas KH,PO4-KyHPO 4-NaCl; MgSO 4. 7H,0-CaCl,.2H,0; y oligoclementos. Las

vitaminas se filtran por milliporc 0.24 /.Lm:“."l 19,

Medio para Arthrobacter luteus

Para cultivar la ccpa A luteus ATCC 21606(obienida de ATCC) que se utiliza para obtener

. . _— . 2
la cnzima Zymoliasa, s¢ emplea el siguicnte mcdlo(%)l"o:

Levadura prensada 2
Extracto dc levadura Difco 0,2
NH NO, 0,2
" KyHPO, 0,1
MgS0O,4.7TH,0 0,1
Fe(50,)5.10H,0 0,01

Sc licva a pH 10 con NaOH 10 N y se csteriliza por autoclavado 1202C 20min.. La levadura

prensada fuc donada gencrosamente por la cmpresa C.A.L.S.A.
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Ayuno de poliaminas

Para reducir ¢l contenido endégeno de poliaminas en las mutantes auxétrofas para estos
policationes, sc las cultiva recpetidamente cn un medio minimo libre de estas bases orgdnicas.

En cl caso de S. cerevisiae 179-5, se partié de células cultivadas cn medio YPAD liquido a
28°C, cn [ase exponencial media (Agsq 1.0). Estas células sc lavaron tres veces por centrifugacién con
H,O bidestilada cstéril, y sc sembraron distintas diluciones en cl medio de Wickerman modificado, sin
agregado de poliaminas. Sc cultivaron a 282C a 250 rpm de agitacién y sc scleccionaron los cultivos que
aumentan la velocidad de crecimicento por agregado de poliaminas(controlado cn alicuotas del mismo).
En csta forma sc pucden obtener células que creeen con tiempos de generacion creciente en ausencia
dc poliaminas, por agotamicnto del pool cnddgeno.

Las curvas dc crecimiento de las cepas X-2180 1-B y 179-5 con o sin suplementar con

poliaminas, se realizaron midicndo la absorbancia a 550 nm de los cultivos.

Dcterminacién del contenido en poliaminas

Las poliaminas se extrajcron a partir de un extracto percldrico de las células con solventes
orgdnicos cn mcdio bésicolZl. haciendo luego una dansilacién de los grupos amino en medio alcalino,

122 y analizdndolos por TLC como se describe a

cxtraycndo sus dcrivados cn fasc toluénica
continuacién.

Las células sc recogicron por centrifugacién cn la mitad de la fase logaritmica (usando 100
ml de cultivo, Agsq 0.3-0.7). Después de lavar con H,O destilada, se someticron a dos extracciones a
42C con 4cido percldrico (0,2 M (usando 0,3 ml cn cada extraccién). Se centrifugé durantc 10 min a 5000
rpm, y del sobrenadante resultante se extrajeron las aminas con 4 vol. de n-butanol en medio alcalino (
NaOH 3N) 30min. a tcmpcratura ambicente. El extracto butanélico resultanic se evaporé a sequedad
con N, y lucgo de resuspender cn HZO se¢ dansild seguin el método de Dion y Herbst, usando 100 ul de
solucién saturada de CO4Na,, 100 ul de mucstra y 200 ul de cloruro de dansilo (20 mg/ml en acctona).
Decspués de reaccionar durante toda la noche cn la oscuridad a temperatura ambiente en tubos
herméticamente tapados, sc detuvo la reaccion con 50 ul de prolina 100 mg/ml para eliminar el cloruro
dc dansilo libre remancntc. A continuacidn, sc realizé una extraccién con dos volimencs de tolucno; en
cstas condiciones sélo pasan a la fasc orgdnica las aminas dansiladas, quedando en la fase acuosa
distintos compucstos quimicos, fundamcntalmente amino4cidos, también dansilados. Sc incluycron
soluciones standard de poliaminas y blancos tratados andlogamenic.

Las fascs toluénicas correspondicntcs a distintas mucsiras sc analizaron por cromatograffa
cn capa delgada (TLC) monodimensional y bidimensional, usando placas recubiertas con Silica gel

(Merck Kiesclgel 60), activadas previamentc durante 1 h a 1102C. Se utilizaron como solventes de
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corrida Cl;CH:Trietilamina(10:1) y ciclohcxano: acctato de etilo (1:1). Las manchas fluorescentes se
visualizaron con luz UV de 340 nm 123,

El cloruro dc dansilo (Sigma) fuc purificado previamente por cromatografia en columna de
Silica gecl (Merck Kiesclgel 60) de 0,5 x 2 cm, utilizando tolueno como solvente de corrida,

cristalizdndolo lucgo por cvaporacién al vaciol24,

Dcterminacién de ornitina decarboxilasa

Su actividad sc¢ determind midiendo la produccién de COZ-”C a partir dc ornitina marcada
cn ¢l carboxilo 1. El CO,-NC liberado durante la rcaccién cnzimdtica fuc retenido sobre un papel de

filtro imprcgnado con dlcali.

CO;
H,NCH, -(CH,),-CH (NHZDCOOHfZ-—‘ H.zN-(CHz)/,-NHz

Ornitina 00C  pytrescina

La preparacion del extracto enzimdtico y la determinacion de su actividad fueron realizadas

de acuerdo con Tabory colaboradores! !

, segun se describe a continuacién.

Las c€lulas sc cosccharon cn mitad de fase logaritmica (Ags( 0.3 -0.6), s¢ resuspendieron en
buffer A (fosfato 10 mM pH 7.5; MgCl, 1 mM; piridoxal fosfato 0,1 mM; EDTA 0,1 mM y ditiotreitol 5
mM) y sc rompicron con Biox-Press en frio. El extracto obtenido sc dializé directamente contra cl
mismo buffcr a 4°C 24 hs., sc centrifugd a 15.000 rpm duranic 15 min, y se determiné la actividad
cnzimdtica cn el sobrenadante. La mezcla de reaccién para ¢l andlisis contiene: ornitina (15 mM 4
wCi/nmol; New England Nuclear, 40 xCi/mmol) ; buffer A (cn concentracién final como la descripta
anteriormenic) y extracto cclular ¢n cantidades variables para un volumen final de reaccién de 0,3 ml.
La rcaccion enzimdtica sc llevé a cabo a 37¢C ¢n un vial de vidrio( de los emplcados en cl centellador)
herméticamente cerrado, conteniendo un tubo de pldstico de 5 cm.x 1.2 ecm. con pape! Whatman 3 MM
imprcgnado con hidréxido dc hyamina. La rcaccion se detuvo agregando 0.2 ml. de HCl 4 N en cl
rccipientc externo incubando durantc 20 min adicionales a 372C para permitir que todo el C02-14C
libcrado fucse retenido por ¢l papel. La radiactividad del mismo sc determiné por centelleo quido,

c¢mpleando tolueno-omniflior. La actividad se expresa en umol IO'D/hs./mg.prm.

Captacidn dc poliaminas

La captacién dc (U-MC) putrescina y (U-MC) cspermidina se determiné midiendo su
incorporacién en células cnteras, scguin ¢l método descripto por Tabor y colaboradores! 1. Los cultivos

sc cosccharon cn mitad dc fasce logaritmica y sc lavaron una vez con H,O destilada. La mezcla de
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incubacién contenia: (U-MC) putrescina (250 uM 0,1 pCi/jumol; New England Nuclear, 80
mCi/mmol), o (U-HC) cspermidina (100 uM 0.1¢Ci/umol; New England Nuclear, 15 Ci/mmol),
células (Agg 0.3-0.6) y medio de cultivo de Wickerman modificado para un volumen final de reaccin
dc 5 ml. Esta mczcla se incubd 15 min. a 282C (sc comprobd que durante este ticmpo la incorporacién
cs lincal). Al cabo del mismo, las células sc filtraron por Millipore 0.24 um y se lavaron con 3
volimenes de ClMg 50 mM. Se determing la radiactividad retenida cn cl papel por centellco liquido

cmplcando tolucno-omnifldor.

Incorporacién de precursores radiactivos en macromoléculas

La velocidad de acumulacién de proteinas y ARN se determind midicndo la incorporacién de
35s.metionina (10 pCi/jumol, 10 uM; New England Nuclear, 1125 Ci/mmol) y 14¢ uracilo (20
uCijumol, 40 uM; New England Nuclear, 40 mCi/mmol) respcctivamente, a material insoluble en
TCA.

Dcbido a que la levadura S.cerevisiae no posce la enzima timidilato quinasa, no se puede
utilizar timidina radioactiva para detcrminar la velocidad de acumulacién dc ADN. Por lo tanto se
midié la misma a través de la incorporacién de H? adcnina (320 uCi/umol 40 uM; New England
Nuclear, 15 Ci/mmol) a malcrial insolublc cn TCA, Iueéo de dcgradar por hidrdlisis alcalina (NaOH 1
N; 37°C; 16 hs) el ARN marcado junto con el ADN 123,

En todos los casos, las muestras sc filtraron a través dc filtros dc papel de vidrio MSF GF/C,
sc lavaron con EtOH , vy sc dcterminé la radiactividad retenida por centelleo liquido, empleando

tolueno-omnifhior.

Purificacién de Zymoliasa

Esta cnzima [uc preparada en el laboratorio obteniéndola del medio de cultivo de A. luteus y

120'126. como sc describe a continuacion.

purificandola scgiin Kitamura y colaboradores

Sc sicmbra un indculo en ¢l medio de cultivo anteriormente descripto y se cultivan las células
a 282C y 250 rpm dc agitacion. Kitamura y colaboradores mostraron quc la produccién dc enzima es
mdxima cn fasc¢ cstacionaria; como ¢l pH del medio de cultivo varia a lo largo de la curva de
crccimicnto, disminuyendo progresivamente cn fasc logaritmica y sc cleva al cntrar en fasc
estacionaria, sc cosccharon las células al comenzar a subir ¢l pH . Todas las opcraciones se realizaron a
42C. Sc centrifugé el cultivo a 5000 rpm durante 20 min. y dcl sobrenadante se obtuvo la enzima con
SO4(NH), 300 g/ dejando precipitar la suspensién durante 24 hs. Se centrifugé a 5.000 rpm durante
20 min; ¢l precipitado obicnido se resuspendid en H,O destilada y se dializ6 contra buffer fosfato 10
mM pH 6,5 durante 24 hs. Este extracto sc utiliz6 como fucnte de actividad enzimdtica, la cual se
dctermind midiendo la capacidad Iftica dc la preparacién sobre S. cerevisiae X-2180 1B. La mezcla de

rcaccién incluyd buffer (osfato 10 mM pH 7,5, suspensién de c€lulas con Aggq 5-8 y extracto enzimdtico
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en volumen final de 1 ml. Después de incubar a 35C por 30min., se traté con SDS 0.5 % para facilitar
1a lisis.
La actividad litica sc cxpresa como:

(1 - AggnfAssg;)x100

Agsor Absorbancia a 550 nm final.
Agsq;: Absorbancia a 550 nm inicial.
Sc define como 1 unidad enzimdltica la cantidad de cxtracto quc produce el 50% de actividad

litica cn 30 min a 352C.

Preparacidn de esferoplastos y perfiles ribosomales

La preparacién dc esferoplasios se realizé utilizando una modificacién del método dc
Hutchison y Hartwecll, digiricndo la pared dc levadura con Zym()liasa127. Las levaduras lavadas con
H,O sc resuspendicron cn 10 volumenes de sorbitol 1 M en buffer fosfato 10 mM pH 7,5, y se
incubaron con 5-10 unidades de Zymoliasa a 352C. La formacién de protoplastos se controlé midiendo
la lisis dc los mismos ¢n una alicuota cn presencia de SDS 0,5% como se describié mds arriba. Los
protoplastos asi obtcnidos sc cosccharon por centrifugacién a 8.000 rpm durante 5 min y se guardaron a
-702C; c¢n cstas condiciones son estables durante 15 dias aproximadamente. Para su andlisis se
resuspendieron en buffer Tris HCL 10 mM pH 7,3, con concentraciones variables de Mg(Ac0), y KCl,
scguin lo indicado cn cada caso, se lisaron por agregado secuencial de deoxicolato de Na y Brij 58
(concentracién final 0,2% v 0.25% respcctivamente) durante 5 min en rio!28, Los extractos obtenidos
lucgo de centrifugar durantc 10 min en Eppendorf, sc incubaron durante 30 min a 209C y sc analizaron
por ultracentrifugaciéon cn gradicntc de sacarosa 15-30% a 42.000 rpm durantc 105 min a 20°C;
trabajando a esta tempcratura no sc produce dimerizaciéon de las subunidades ribosomaleslzg. Se
revelaron los perfiles determinando la absorbancia a 254 nm con un analizador Isco.

La fijacién dc particulas ribosomales sc llevé a cabo segiin lo descripto por Garcia Patrone y
Algranali”O. Al extracto obtenido después de la centrifugacién cn Eppendorf sc le agregé
glutaraldchido ncutralizado con NaOH hasta pH 7,5, para una concentracién final de 1%; se incubé
durantc 10 min a 4°Cy sc analiz6 segiin las condiciones descriptas.

El indicc de asociacién del perfil ribosomal se detcrminé por triangulacién de las dreas de

los distintos picos y sc calculd cl cocicnte 80S/(40S + 60S).

Pcrfilcs de polisomas

131

Los perfiles polisomales se analizaron segiin 1a técnica dc Warner”~". Los cultivos en mitad

dc fasc logaritmica sc mczclaron con igual volumen de una solucién de cicloheximida 50 ug/m! para
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frenar inmediatamente la sintesis proteica y cvitar el desprendimiento de los ribosomas del ARNmya
continuacién sc cosccharon por centrifugacién a 5.000 rpm durante 5 min. El precipitado asi obtenido
sc lavé una vez con cicloheximida 50 ug/ml y se resuspendié en buffer Tris-HCI 10 mM pH 7,3, KC1 100
mM, Mg(Ac), 10 mM, ciclohcximida 50 ug/ml, heparina 200 ug/ml, y dictilpirocarbonato 10 ul/ml (los
dos iltimos son inhibidorcs de ARNasas). Se agregaron 170 mg/ml de perlas de vidrio de 0.45-0.50 mm
de didmetro, y sc rompicron las células agitando durante 3 min por véricx, alternando 20 scg de
agitacién con 20 scg cn hiclo. Todas las operaciones se efccluaron a 4°C,

Los extractos obtenidos s¢ analizaron por ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa 15-
45% a 45.000 rpm durante 2 hs a 42C. Los gradicntes se revelaron midiendo la Ayg4 con un analizador

Isco.

Microscopia_de contraste _dc fasc - Determinacién_del porcentajc _de_brotacién y distribucién de

Las células a obscrvar sc cosecharon por centrifugacién, sc fijaron con formaldehido 3%-

NaCl (,9% y sc obscrvaron por microscopia de contrasic de fase a 1.000 aumentos con un microscopio

Zciss. El nimcro de células y ¢l porcentaje de brotacién se determinaron contando un total de 200
células!32,

La distribucién de tamafnos fuc analizada cn muestras dc cultivos fijadas como se describié

anteriormente, utilizando un contador Coulter channelyzer modclo ZB1 (Coulter Electronics), con un

clectrodo de 70 um de apcertura. El aparato fue calibrado con esferas de poliestireno de 35 ;Lm3 de

didmetro.
Coloracién de miclcos

Los niiclcos se tiferon con un colorantc fluorcscentc cspecifico para ADN, el
diaminolcnolindolacético (DAPI) scgin Williamson y Fenneli 133 Las células s cosccharon en mitad
de fasc logaritmica y sc [lijaron durante 30 min cn 70% dc ctanol, s¢ lavaron una vez con HZO y se
rcsuspendicron durante S min a temperatura ambicnic cn una solucién de 20 pg/ml de colorante,
lavindose después varias veees. Las células colorcadas sc cxaminaron con un microscopio dc
fluorescencia Leitz a 1.000 aumentos (cxcitacion 350 nm, emision 450 nm), luego de ser cmbebidas en

agar 3% para cvitar la movilidad de las mismas durantc la obscrvacién microscépica.

Ataquc enzimatico dec la pared

Sc ensayé la digestién de la pared con diferentes enzimas. La zymoliasa fue obtenida en el

laboratorio scgun la técnica ya descripta. Las células sc resuspendicron en buffer fosfato 10 mM pH 7,5
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y se incubaron con una cantidad de enzima segun lo indicado en cada caso a 352C durante distintos
tiempos.

La glusulasa fuc obtenida dc los laboratorios Endo. Las clulas se resuspendieron en H,O
con las cantidades dc cnzima indicadas en cada caso y sc incubaron a 242C durante distintos tiempos.

La novozima 234 fue donada por los Dres. H. Maccione y R. Davis. Las células se
resuspendicron cn buffer fosfato 10 mM pH 7,5, y se incubaron con las cantidades de cnzima indicadas
en cada caso a 30°C.

La actividad Iftica sc determiné siempre cn presencia de SDS 0,5% segiin lo descripto en la

preparacion de Zymoliasa.

Microscopia electrénica

Las observacioncs y la preparacién de las muestras para microscopia electrénica fueron
efcctuadas por el Dr. A. Solari (Faculiad de Medicina, U.B.A.).

Se fijaron las células por 24-26 hs en paraformaldehido 2% y glutaraldehido 1,5% en buffer
cacodilato de sodio 50 mM pH 7,2 a 49C. De csta mancra sc obtuvo una rdpida penctracién por el
primcro y una cstabilizacién pcrmancnte’ por cl scgundol'u. Las células sc centrifugaron a baja
velocidad, sc lavaron con H,O destilada, sc sonicaron suavemente para climinar precipitados que se
formaron durantc la fijacién, sc lavaron con H,O dcstilada, sc deshidrataron y se embebieron en una
resina Spurr dc baja viscosidad (Laboratorios Taab), o cn Maraglas (Polyscicnces). Las secciones finas
sc tiferon con acctato dc uranilo y con citralo dc plomo, y se cxaminaron con un microscopio

electrénico Siemens Elmikop . Se controlaron los aumcntos con una grilla calibrada.

Andlisis de 1a composicién quimica de la parcd celular

Para cstudiar la composicién quimica de la pared celular, los cultivos de S.cerevisiae X-2180
y S.cerevisiac 179-5, suplcmentados o no con poliaminas, fueron incubados con glucosa-MC
uniformemente marcada (2,5-15 uCi/ml, American Radiolabcled Chemicals, 300 Ci/mol), por 2-4
gencracioncs.

Sc agregaron células frias (Agsq 1.0, 100-400 ml) como portadores. Las células se
resuspendicron cn la proporcién 1 gr de células: 4-5 gr de perlas de vidrio(0.45-0.50mm de didmetro):
0,5 ml H,O, y se agitaron fuericmente cn un vériex durante 20 intervalos de 30 scgms. Del
sobrenadante sc aislaron las paredes cclulares por centrifugacion durantc S min a 3.000 rpm y se
lavaron varias veces con H,O destilada. Los glucanos y los mananos que componen la pared solubles en
mcdio alcalino (ver Introduccién), se extrajcron de las parcdcs aisladas con NaOH 6% durante 90 min
a 80°C (dos lralamicnlos)”(’. Dc un alicuota de csic cxtracto alcalino se precipité ¢l manano con 1
volumen de reactivo de Fehling, que reacciona cspecificamente con este poliszncriridoln_ Sc precipité

¢l glucano solublc junto con ¢l manano con 3 volimenes de etanol en otra alicuota del extracto
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alcalino; la difcrencia cn radiactividad entre ¢l precipitado con ctanol y el de Fehling equivale al
glucano soluble. Para dcterminar el contenido en glucano 8 1-6 y quitina, los cuales son insolubles cn
dlcali, cl residuo de la extraccion con NaOH se lavé varias veces para climinar ¢l NaOH remanente y
luego sc hidrolizé completamente con HCI 12 N en tubo cerrado durantc 75 min a 95eC1?, Después
dc cvaporar cl dcido con corriente de aire, se cfectud una clectroforesis en papel Whatman 1 en 4cido
férmico 10% a 1.500 voits durante 30 minl‘w. Se corricron simultdneamcnie testigos de glucosa y
glucosamina, que se revelaron separadamente por tincidn con reactivo de nitrato de plalal38. Se
cortaron las zonas correspondicntes a glucosa y glucosamina cn la corrida del hidrolizado y sc
determind su radiactividad por centelleo liquido emplecando Bray como centcllador. La radiactividad en
las zonas de glucosa y glucosamina cquivale, respectivamente, a la cantidad de glucano insolubic y

quitina de la muestra original.
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Figura 9. Andlisis del contenido enddgeno de poliaminas en levaduras.

Carril A S.cerevisiae X-2180, carnl B S.cerevisiae 179-5 + poliam.. carril C S.cerevisiac 179-5 - poliam.. Las muestras se
procesaron seglin se describe en Materiales y Métodos, analizandolas por cromatogralia ¢n capa delgada. Solvente de corrida:
cloroformo : trictilamina (10:1). N: amoniaco. P: putrescina, C: cadaverina, Spd: espermidina, Sp: espermina.



RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES DEL ORGANISMO

Sc conirolaron algunas caracleristicas gencrales de las ccpas S.cerevisiae X-2180 y
S.cerevisiae 179-5 tales como la curva de crecimicnto, ¢l contenido endégeno de poliaminas, captacién
de cstos policationes del medio de cultivo,la actividad de la principal enzima biosintética (ornitina

decarboxilasa), y 1a sintesis de macromoléculas ( ADN, ARN, protefnas).

Contenido enddgeno de poliaminas.

Las poliaminas presentes en S.cerevisiae son putrescina, espcrmidina y espermina. Sus
concentraciones intracelulares fueron determinadas por Tabor ct al. y sus valores son en nmoles/gr.
peso himedo: 0.45 para putrescina, 2.0 para espermidina, 0.4 para cspermina1 10.

Para verificar la disminucién dcl contenido enddgeno de poliaminas en levaduras ayunadas
s¢ analizaron por cromatogralia cn capa dclgada los derivados dansilados obtenidos de cultivos de
S.cerevisiae con distintas velocidades de crecimicnto.Se encontrd que a todas las velocidades de
crecimiento, desde T2 7 hs hasta cultivos detenidos en condiciones de ayuno para poliaminas no se
detectan ninguna de ¢stas bascs orgdnicas (Figura 9). Los niveles de putrescina, espermidina y
espermina son normales en la cepa parental S.cerevisiae X-2180. En la cepa S.cerevisiae 179-5
suplcmentada con putrescina, s¢ obscrva que los niveles cndégenos de espermidina y espermina son
similarcs a los encontrados cn la ccpa parcnial, cn cambio, los niveles de putrescina son mayores
debido a que se acumula ésta poliamina quc capta dcl medio de cultivo (Figura 9).

Tanto cn la ccpa parental, como cn la mutante auxétrofa para poliaminas cultivada cn

presencia o ausencia de éstas no sc obscrvaron otras poliaminas ni derivados de las mismas.
Actividad de ornitina decarboxilasa.

La disminucién de la concentracién intracelular de poliaminas en la cepa S.cerevisiae 179-5
se debe a una deficiencia en la enzima ornitina decarboxilasa™. Para verificarlo se detcrminG ésta
actividad cnzimdtica cn la mutante y cn la ccpa parcntal S.cerevisiae X-2180, segun sc describe en
Matcriales y Métodos.

Como sc observa en la Tabla 2, sc conlirmé que S.cerevisiae 179-5 no posee actividad

apreciable de ornitina decarboxilasa.
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Figura 10. Normalizacion de la velocidad de crecimicnto de un cultivo ayunado por agregado dc
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S.cerevisiae
X-2180 179-5
Act.cnzimdtica
pmol CO, 10°° /hs. mg prot 280(185) 0.54(1)

Tabla 2. Actividad enzimdtica dc ornitina decarboxilasa.

. n
L.os valores entre paréntesis corresponden a Hosaka y colaboradores™
Curvas de crecimicnto

En la Figura 10 sc muestra la curva de crecimiento a 28 2C dc S.cerevisiae 179-5 ayunada cn
poliaminas, comparada con la cepa parcental X-2180. En presencia de poliaminas(putrescina 10ug/ml o
cspermidina 10ug/ml), S.cerevisiae 179-5 y X-2180 tienen la misma velocidad de crecimiento ( TV 2-3
hs ). En auscncia de estos policationes ¢l ticmpo de generacién de S.cerevisiae 179-5 aumenta y varfa
cntre aproximadamcnlc. 7 hs hasta la dctencién total del crecimiento, dependiendo probablemente del
grado de ayuno en poliaminas. Las células ayunadas pueden recuperar velocidades de crecimiento
similares a la cepa parcntal tras 6-10 hs de incubacion por ¢l reagregado de estos policationes siendo las
concentraciones minimas necesarias 0.1 pg/ml para putrescina y espermidina y de 0.01 wg/ml en el caso

dec espermina .

Captacién de poliaminas

La captacién dc diversos metabolitos cclularcs sc encuentra alterada en la cepa S.cerevisiae
179-5 cultivada en ausencia dc¢ poliaminas‘."". Para estableccr si también hay variacioncs en la captacién
dc poliaminas, sc la determind midicndo incorporacién dc putrescina e y espermidina 14¢ 2 célutas
cntcras segun lo descripto en Malcriales y Mcétodos.

En la Tabla 3 sc mucstran los datos obtenidos trabajando con las ccpas descriptas. Se estudid
la captacién en 15 minutos debido a que durante cste ticmpo la incorporacion cs lineal y se obtiene un
bucn rendimiento de cuentas incorporadas.

Sc pucde obscrvar que en auscncia de poliaminas disminuyc la captacién dc putrescina, la
que vuclve a  valores normales por agregado de cstas bases orgdnicas al cultivo. En cl caso de
cspermidina, hay una disminucién de la captacién de la misma cn cultivos ayunados dc poliaminas y
¢sto no cambia mayormcente afadiendo putrescina o cspermidina al medio de cultivo. En la ccpa
parcntal sc obscrva menor captacién de cspermidina si sc agrega putrescina o espermidina al medio de
cultivo. Esto sugicre quc el agregado de cstas poliaminas al medio de cultivo aumcenta sus niveles

cnddgenos y en ¢l caso de espermidina se inhibiria su posterior captacion .
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Figura 11. Sintesis de ADN, ARN y proteinas en S.cerevisiae 179-S ayunada en poliaminas y

normalizacion de sus niveles de sintesis por agregado de poliaminas.

Aun cullivo de S.cerevisiae 179-5 ayunado en poliaminas (¢ =--~-—=( ) se agregd putrescina 100 ug/ml a tiempo 0 a la mitad
delcultvo ( @~ ~~@ ). Setomaron alicuotas i dilerentes tempos para medir ADN, ARN y proteinas como se describe en

Matcriales y Métodos.



Si bien la captacién en los primeros 15 minutos se reduce en células ayunadas, los niveles
enddgenos después de 60 minutos son similarcs a los de células suplemcentadas, determinados por

andlisis de sus derivados dansilados.

Captacién de poliaminas.

cpm incorp./15 min./Aggq ml
S.cerevisiae Putrescina Espermidina
X-2180 2190 4185
X-2180 + put o spd. 2280 720
179-5 510 1455
179-5 + put o spd. 2850 1215

Tabla 3. Captacién de poliaminas del medio dc cultivo.

Los resultados estan expresados en cpm incorp./min/A ¢ .. ml. La concentracion de putrescina o espermidina agregada fue 100

550
pg/mlLos resultados presentados son un promedio de 4 determinaciones realizadas por duplicado.

Efeclo de poliaminas sobre la sintesis de macromoléculas

Como sc menciond anteriormente, la sintesis de macromoléeulas, ADN, ARN y proterinas,
se cncuentra disminuida en varios tipos de organismos cuando baja el contecnido endégeno de
poliamina526’27'47. Se traté de detcrminar si la falta de poliaminas en levadura afecta la sintesis de
éstas macromoléculas en forma similar.

En la Figura 11 se¢ muestran los datos obtenidos trabajando con la mutante S.cerevisiae 179-
5. En auscncia de poliaminas s¢ encuentran disminuidas tanto la sintesis de protcinas como la sintesis
dc ARNy ADN.

Decspués del agregado de putrescina (100 wg/ml) al medio de cultivo, se recupera primero la
sintesis dc proteinas, y lucgo la sintesis de ADN y ARN al mismo tiempo.

Este comportamicnto es similar al obscrvado ¢n multantes bacterianas auxotrofas para
poliaminas dondc después del reagregado de Estas, se observa que la sintesis de proteinas s¢ recupera
antcs que lade ARNy ADN*7-139
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Figura 12. Andlisis dc los perfiles ribosomales de S.cerevisiae 179-5 y de su cepa parental X-
2180.

Los lisados de esteroplastos obtenidos segiin se describe en Materiales v Métodos provenientes de S.cerevisiae 179-5 sin (A),
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POLIAMINAS Y SINTESIS DE PROTEINAS

Estudios in vivo ¢ in vitro han dcmostrado la participacién de las poliaminas en distintos
procesos involucrados en la sintesis proteica, tales como cn ¢l ensamblado y cn la biogénesis de los

ribosom31553. cn la formacién del complejo de iniciacién56 65'67. La

y cn la fidelidad de la traduccién
mayorta dc cstos estudios se realizaron en organismos procaridticos, y poco se conoce acerca del papel
fisioldgico de éstas bases orginicas ¢n la sintcsis proteica cucariética.

La sintesis de proteinas se realiza en tres clapas: iniciacion, clongacion y terminacién. El
ribosoma tanlo ¢n procariotes como ¢n cucariotes cstd compuesto por dos subunidades que se
cncucntran ¢n cquilibrio con su mondmero; cste cquilibrio ¢s sumamente importante para la sintesis
protcica ya que cuando sc inicia la traduccién el monémero se disocia por factores de iniciacién y las
subunidadces resultantes s¢ unen sccuencialmente al ARN - para dar lugar a la formacién del complcjo
de iniciacion 19, Durante Ia sintesis proteica s¢ unen varios ribosomas a un solo mensajero formando
polisomas. Los defectos en la biogénesis y/o cnsamblado de los ribosomas pucden provocar
alteraciones cn ¢ste cquilibrio que se pueden visualizar analizando el perfil ribosomal. Por lo tanto,
para saber si las poliaminas tiene alguna funcion en la biogénesis y/o ensamblado de los ribosomas
cucaridticos, similar a la obscrvada en procariotes, se cxaminaron los perfiles ribosomales de mutantes
de levaduras auxdtrofas para cstos policationes.

El cquilibrio de subunidades con su mondmero es afectado por varias condiciones como el

2+

pH, concentracion v tipo de iones, cte!%. Los cationes divalentes como el Mg ", probablemente

debido a un cfecto cstabilizante sobre la conformacién del ARNr. provocan la asociacién de las

141,142

subunidades Esic mismo cfecto ¢s producido también por las poliaminas putrescina,

=143 . . R
41-14: . En cambio los cationes monovalentes como ¢l K tienen un efecto

141-143

cspermidina y espermina
disociantc porque desestabilizarian la conformacién de dicho ARN . En general, el factor que
modifica ¢l cquilibrio de subunidades ¢s la relacién cationes monovalentes/cationcs divalentes!44. Por
csta razén sc analizaron los perfiles ribosomales cn presencia de distintas concentraciones de cationes
mono y divalentes, distintas relaciones entre ambos cationes y también sc analizo ¢l efecto del agregado
in vitro dc poliaminas sobrc ¢l perfil ribosomal.

Se cstudiaron los perfiles polisomalecs de mutantes auxdtrofas para poliaminas para

cstablecer qué alteraciones sc producen en la sintesis de proteinas i1 vivo por ayuno de las mismas.

Andlisis de los perfiles ribosomales

El cquilibrio dc subunidades se analizd mediantc ultracentrifugacion cn gradiente de
sacarosa. Se prepararon esteroplastos por digestion de la pared cclular cn presencia de un cstabilizante

osmético como cl sorbitol, obscrvdndosce que las levaduras ayunadas en poliaminas resultaron mucho
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Figura 13 Efccto de la velocidad de crecimiento sobre los perfiles ribosomales de S.cerevisiae X-
2180 y del agregado de inhibidores de protcasas y ARNasas sobre el perfil ribosomal

dc S.cerevisiae 179-3 ayunada cn poliaminas

l.os lisados de esferoplastos obienidos segiin se describe en Malteriales y Métodos provenientes de S.cerevisiae X-2180
cultivados con distintas fuentes de nitrégeno: 0.1% de SO_‘(NH_‘)2 (Panc! A): 0.1% dc Irconina (Panel B), 0.1% de triptofano
(Pancl C): Tueron analizados por centrifugaciin en gradientes de sacarosa 15-45% a 45.000 r.p.m. 15°C 2hs en presencia de 10
mM M;;(;\c)2 y 100 mM KCl.Los lisados de esferoplasios obtenidos como se describe en Materiales y Métodos provenientes de
S.cerevisiae 179-5 sin poliaminas (Pancl 1) Tueron tratados con Heparina 0.5 mg/m! y PMSF mM (Pancl E), o incubados a 4°c
(Pancl IF) antes de la ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa 15-45% a 45.000 r.p.m. 2hs a 15°C en presencia de 10 mM
l‘\vl;;(/\c)2 y 100 mM KCl.



mds resistentes a la accién de las cnzimas Ifticas utilizadas quc las levaduras suplementadas o las
parcntales (ver Parcd cclular). Los csferoplastos obtenidos, luego de ser lisados con detergentes en
presencia de 10 mM Mg(Ac), y 100 mM KCI, para mantener la integridad del monosoma, fueron
analizados como se describe cn Materiales y Métodos.

Tanto cn la ccpa parcntal como cn la ccpa mutante cultivada ¢n presencia de 100 ug
putrescina, mds del 90% dc las particulas ribosomales sedimentan en la zona de 80S (Figura 12). En
ausencia de poliaminas hay una disminucién del material correspondiente a 80S, un importante
aumento cn la zona 60S y en la fraccién sobrenadante, asi como una pequeiia cantidad de material que
scdimenta a 408S.

Sc ha demostrado quce la presién hidrostdtica que sc gencra duranic la ultracentrifugacion,
ticne un cfecto disociante sobre las particulas ribosomales #3174 El desbalance entre la cantidad de
matcrial que sedimenta a 40S y 60S obscrvado cn la figura podria originarse por la alta presién
hidrostdtica quc disociaria y/o desarmaria los ribosomas durante la corrida. Para cvitar éste efecto se
trataron los ribosomas con glutaraldchido inmediatamente después de lisar los csferoplastos. Este
rcactivo rcacciona con los grupos amino dc las protcinas ribosomalcs, fijando la cstructura del
ribosoma ¢ impidicndo cl cfccto de la presion hidrostdtica. En cstas condiciones s¢ observa ¢n la cepa
ayunada una mejora cn cl grado dc asociacién cntre subunidades, pcro sin lograr el perfil normal
observado c¢n la ccpa parcntal o cn la cepa mutante suplementada con poliaminas. Si la
ultracentrifugacidn sc rcaliza a menor velocidad por mds ticmpo, para disminuir la presién hidrost4tica
gencrada durante la corrida, no sc mejora cl perfil ribosomal de las células ayunadas. Estos resultados
demucstran una mayor scnsibilidad al efccto disociante de la presién hidrostdtica en los ribosomas
obtenidos en ausencia de poliaminas.

Para dcterminar si la disociacién obscrvada en auscncia dec poliaminas es consecuencia de las
muy bajas vclocidades dc crecimiento de las células, sc traté de disminuir csta velocidad en la ccpa
parcntal para ver si afectaba cl perfil ribosomal. Para cllo se agregé cn lugar de 0.1% SO (NHy),
como habitualmente, 0.1% dc treonina o 0.1% de triptofano como fuente de nitrégeno, que se sabe que
disminuycn la velocidad de crecimicento 80, En éstas condiciones cl licmpo de generacion aumentaa 9
hs pero no sc obscrvan cambios ¢n los perfiles ribosomales (Figura 13 A-C). Estos resultados sugicren
que las alteraciones ribosomales que sc obscrvan c¢n ausencia de poliaminas no se deben a una
disminucién en la velocidad de crecimicnto. Tampoco pucde scr explicado por un aumento cn la
actividad de protcasas o0 ARNasas. El agregado de inhibidores de proteasas como ¢l PMSF, inhibidores
de ARNasas como la heparina, v la incubacidn antes de la ultracentrifugacién a 42C en lugar de 20°C,
para disminuir probables actividades enzimdticas, no modifican ¢l perfil ribosomal alterado (Figura 13
D-F). Esto podria descartar la intervencidn de protcasas, 0 ARNasas como causa de anormalidad.

Las poliaminas, fundamentalmente cspermidina y cspermina, asocian las particulas
ribosomales en sistemas libres de células!*2. Por 1o tanto s¢ decidio comprobar si el reagregado in
vitro de cstas bascs orgidnicas revertia los efectos observados cn ¢l perfil ribosomal observdndose que cl

anadido dc putrescing o cspermidina 10mM no ticne cfeclo sobre los perfiles ribosomales
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Figura n? 14 Efccto del agregado de poliaminas in vitro sobre el perfil ribosomal.

[.os lisados de esteroplasios provenientes de S.cerevisiae 179-5 sin poliaminas fueron obtenidos seguin Materiales y Métodos,sin
agregados (Panct A). 0 afadiendo al lisado putrescina 10mM (Pancl B), o espermidina 10 mM (Panel C) y luego analizados por
centrifugacion en gradientes de sacarosa 15-45% a 45.000 r.p.m. 2hs cn presencia de 10 mM Mg(Ac)2 y 100 mM KCI.



(Figura 14). La conccntracidn utilizada cstd por cncima de la nccesaria (1 mM) para provocar la

asociacién completa de los ribosomas ¢n otros organismos como germen de lrigoMZ.

Efecio de las condiciones de ayuno sobre ¢l perfil ribosomal

Variando las concentraciones del indculo ¢s posible obtener cultivos con
distintas vclocidades de crecimicnto ( ver Matcriales y Mélodos ).Como se obscrva en la Tabla 4 existe
una corrclacién inversa cntre ¢l tiecmpo de generacion y ¢l indice de asociacion determinada por la

rclacién Arca 80S/Arca (605 +40S): a medida que aumenta ¢l primero disminuye el dltimo

Cepa Velocidad de Indice de
crecimicnto Asociacién
(duplicaciones/hs.) (80S/40S +60S)
X-2180 0.33 6.0
179-5 + put. 0.33 5.3
179-5 - put. 0.24 4.3
0.15 1.5(5.2)
0.13 0.8 (2.8)
0.10 0.38
C.D. 0.16 (1.4)

Tabla 4. Grado de asociacién de las particulas ribosomalces a diferentes velocidades de crecimiento.

Cullivos de S.cerevisiae 179-S en ausencia de poliaiminas, con diferentes velocidades de crecimiento, suplementados con
putrescing 100 ug'ml. o X-2180 tucron obicnidos segun Materiales v Mélodos. L) anahsis del perlil ribosomal se llevd a cabo
por ultracentrifugacion en gradientes de sacarosit 15-457 45.000 r.p.ni 2 hs. en presencia de [0 mM Mg(Ac)z. 100 mM KCL

Los valores entre paréntesis corresponden a ribosomas pretratados con glutaraldehido 0.1%. C.D.: crecimiento detenido.

Efecto de cationes monovalenics y divalentes sobre el perfil ribosomal

La Figura 15 mucstra los perfiles ribosomales obienidos con distintas concentraciones de
Mg2+ cn lisados de csleroplastos de la cepa parental y de S.cerevisiae 179-5 con o sin poliaminas. En
los pancles D, E, F se obscrvan los perfiles ribosomales de la mutante suplementada con poliaminas
obtenidos a concentraciones de 5, 15 y 30 mM Mg2+ respectivamcente, con 0 sin tratamiento previo con
glutaraldchido. A concentraciones bajas de Mg2+( 5 mM ). sc obscrva un cicrto grado de disociacién
que desaparcce completamente cuando la concentracién sc eleva a 15 mM. Sc obtuvicron resultados
andlogos con S.cerevisiae X-2180. El tratamicnto previo con glutaraldchido disminuye la disociacién a
bajas concentraciones dc Mg2 + pero no tiene cfecto apreciable con concentraciones mayores o iguales
a 15 mM. En los pancles A, B, C s¢ mucstran los perfiles ribosomales obienidos en las mismas

condiciones con S.cerevisiae 179-5 ayunada de poliaminas. S¢ abserva que ¢l grado de disociacién de
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Figura 15. Efecto de distintas concentraciones de Mg2 * sobre el perfil ribosomal de S.cerevisiae

179-5 cultivada con o sin poliaminas.
L.os lisados de esteroplastos de S cerevising 179-5 sin polianunas (Pancles AL B. C ) y con poliaminas ( Paneles D, E, FF ) se
analizaron por ultracentrifugacion en gradientes Jde sacarosa 15-457% 45.000 r.p.m. 2 hs a 15% en presencia de 100 mM KCly
(z\c()z)zMg SmM ( Pancles Ay D ) 1S mM Pancles By E )y 30 mM ( Pancles Cy IF) de Mg(z\c)2 con( -----=--)osin
( ———— ) tratamiento con glutaraldehido 0.1%.



los ribosomas ¢s mucho mayor que cn las cepas descriptas anteriormente cn todas las condiciones
analizadas. A concentraciones bajas de Mg2+ (5 mM), hay escaso maicrial que scdimenta como 80S,
un marcado pico ¢n la zona de 60s y un aumento del sobrenadante. El incremento de la concentracién
de Mg2+ a 15 0 30 mM aumenta ligeramentce la asociacion de las subunidades, pero no logra provocar
una asociacion complcta de las mismas. La fijacién previa con glutaraldchido disminuye el grado de
disociacion, sin provocar una completa normalizacién como la obscrvada en los perfiles de la cepa
parental o la cepa S.cerevisiae 179-5 suplementada con poliaminas. Esto demucstra que los ribosomas
provenicntes de S.cerevisiae 179-5 cultivada cn ausencia de poliaminas ticnen una menor respucsta a
las variaciones en la concentracién de Mgz+.

Esta falta de¢ sensibilidad al incremento de la concentracién de catién divalente se puede
corrclacionar con la velocidad de crecimiento de los cultivos. La Figura 16 mucstra una relacién inversa
entre ¢l tiempo de gencracion del cultivo y ¢l efecto asociante de Mg2+. La fijacién previa con
glutaraldchido aumcenta parcialmente cste cfecto , especialmente a bajas concentraciones de Mg2+.
Los cultivos suplementados con poliaminas o la cepa parcntal son mds sensibles al efecto asociante de
¢ste catién, con o sin fijacion previa con glularaldehido.

Los cationes monovalentes como ¢l K¥, cn cambio ticnen efecto disociante sobre los
monsmeros 1Bl fuctor que determina ¢l grado de asociacion de los perfiles ribosomales es la
relacion de cationes monovalentesicationes divalentes 4. La Tabla 5 muestra cl efecto de distintas
rclacionces K+/Mg2+ sobre la asociacién ribososmal cn lisados provenientcs de células ayunadas o

suplcmentadas con putrescina.

Putrescina (K+) (Mg“) (K+)/‘(Mg2+) Indice de
encl mM mM rclacién asociacién
cultivo (80S/40S +60S)
10 10 1 9.0(12)
35 35 1 2.4(9.9)
100 10 10 0.18(2)
+ 10 10 1 13.4(13.9)
100 10 10 12.6(14.6)

Tabla 5. Efccto de distintas concentraciones de cationes monovalentes y divalentes sobre el indice

dc asociacion ribosomal.
Las condiciones de cultivo y analisis Tucron descriptas en la Tabla 4. Las células cultivadas sin poliaminas tenian detenido su

crecimiento y las suplementadas crecfan a una velocidad de 0.33 duplicaciones/hora.

Pucde verse que los cultivos suplementados con poliaminas estdn completamente asociados a

. 2 . . I
las dos relaciones K+/My+ estudiadas. Por el contrario cn levaduras ayunadas cn poliaminas el grado
dc asociacién de sus subunidades depende sélo de Ja concentracion de Kt y no de la relacién

(K+)/(Mg2+) atin con lijacién previa con glutaraldehido.
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Figura 16. Efccto de distintas  concentraciones de Mg~ * sobre el grado dc asociacién de
subunidadces ribosomales provenicntes de c¢lulas con distinto contenido de poliaminas

L.a velocidad de crecimiento en cultivos sin poliaminas fue 0.07 ( A ) 0 0.14 () duplicaciones/hora y para cullivos con eslas

bases organicas 0.33 duplicaciones/hora ( T ). Los perliles se obtuvieron sin ( —-.-— ) o con lijacion previa (- - — ) con

glutaraldehido 0.1% . Las determinaciones se hicicron por duplicado segun Matceriales y Métodos.



de asociacién de sus subunidades depende sélo de la concentracién de Kt y no de la relacién

(K+)/(Mgz+) aun con fijacién previa con glutaraldehido.

Perfil de polisomas

Los resultados cxpuestos hasta el momento demuestran que en ausencia de poliaminas se
obscrva un monémero ribosomal alicrado. Para saber si éstc ribosoma mal ensamblado puede afectar
la sintesis de proteinas in vivo, sc analizaron los polisomas.

En la Figura 17 sc obscrvan los perfiles de la cepa S.cerevisiae 179-5, con o sin poliaminas,
centrifugados en gradicnics de sacarosa cn condiciones que permiten distinguir polisomas. La cepa
mutante suplementada con poliaminas lienc €l mismo perfil que la cecpa parental, y en el caso de la
Figura 17 pucdcn verse hasta cuatro ribosomas por ARNm. ya que los polisomas de mayor tamano
sedimentaron complctamente durante la corrida. En condicionces de ayuno para poliaminas se observan
varias altcraciones en ésic perfil. La cantidad total de polisomas ¢s un poco mcnor y aumenta
proporcionalmente ¢l mondmero 80S, lo que corresponde con una mcnor cantidad de ribosomas
involucrados en la sintcsis protcica. Otra anormalidad evidente es la presencia de "halfmers”, que son
acimulos de la particula ribosomal 40§ sobre ¢l ARN . Durantc la iniciacién de la traduccidn, la

y migra
178

particula 40S junto con determinados factores de iniciacidn sc une al extremo 5” del ARN,
hasta ¢l coddn dc iniciacion, donde sc une la particula 60s para [ormar ¢l complejo de iniciacién
Diversos factores pucden alterar la formacion de csie complcjo, provocando la unién simultdnea de
varias subunidades 405 al ARN_ 146,147 Ademds de esta

estructura sc observa un considcrable aumento de la fraccién que migra a 40S y una marcada

con lo que sc gencran los "halfmers

disminucién del material que sedimenia a 60s.
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Figura 17. Pcrlil de polisomas de S.cerevisiae 179-5 cultivados c¢n presencia o ausencia de
poliaminas.

L.os lisados de esteroplastos, obtenidos seguin se deseribe en Materiales y Métodos, en presencia o ausencia de poliaminas, se

analizaron por ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa 15-45% 45.000 r.p.m. 2hs a 4°C. H: halfmers.



POLIAMINAS Y CICLO CELULAR

Las poliaminas podrian tencr un papel importante cn el ciclo cclular ya que la actividad de
ornitina decarboxilasa (responsable de la bigsintesis de putrescina) sulre en mamiferos variaciones a lo
largo de dicho ciclo, con un pico médximo al final de la fase 0127. El aumento en la concentracién
enddgena de poliaminas prepararia a la cClula para cntrar cn fasc s27. Por otra parte, estos
policationes cstarian involucrados ¢n la divisién -cclular, ya que algunas células de mamiferos
superiores tratadas cop inhibidores de la biosintesis de poliaminas, no pucden llevar a cabo la divisién
celular observindose un gran poreentaje de clulas binuclcadas®. Sin cmbargo, si bicn sélo sc conoce
la posible participacion de las poliaminas en ¢l ciclo celular, no s¢ han determinado sus funciones
exactamente.

La levadura S.cerevisiae cs un cxcelente modelo para cl estudio del ciclo celular, porque en
este organismo dicho ciclo, ademds de haber sido extensamentc estudiado, sc correlaciona con cambios

7(). Como s¢ ha mencionado

morfoldgicos  fdcilmente  obscrvables  por  microscopia  dplica
anteriormenlte, se han identificado 50 genes necesarios para que s¢ complete normaimente el ciclo
cclular, los fenotipos terminales producidos por mutaciones termosensibles ¢n cualquiera de estos
gences son bien conocidos y sus caracteristicas morfoldgicas han sido ampliamente dcscriplas”.

Sc estudioé si la falta de poliaminas afgeia alguno de los procesos discontinuos que se
desarrollan a lo largo de dicho ciclo. En primera instancia, s¢ cxaminaron las caracteristicas
morfologicas de las levaduras ayunadas cn poliaminzi; y se determinaron pardmetros del ciclo celular,
como ¢l fndice de brotacion. El niicleo de la levadura migra a lo largo dcl ciclo hasta ubicarse en el
cucllo de brotacién al comienzo de la fase mitética, por lo cual sc cxamind la posicién y el nimero de

nuclcos por ¢élula lucgo de teiirlos con colorantes Nuoreseentes.

Sc¢ obscrvaron por microscopia de contraste de fase las caracteristicas morfoldgicas de
cClulas provenicntes de cultivos con o sin poliaminas.

En la Figura 18 sc mucstran células de cultivos de S.cerevisiae X-2180 quc presentan las
mismas caracieristicas que S.cerevisiae 179-5 suplementadas con c¢stos policationcs. Como los cultivos
son asincrénicos, s¢ pucden obscrvar ¢élulas en las distintas etapas del ciclo cclular. Las caracteristicas
morfoldgicas de las células son normales cn ambos casos, tienen un solo brotc por individuo y no hay
variaciones cn ¢l tamano medio de las mismas. En cambio, en las células ayunadas cn poliaminas, un
porcentaje de la poblacion celular (5 a 15 €¢ ) presenta mds de un brote por célula y algunos de ellos
situados ¢n sitios anormales. Por otra parie, hay un aumento del tamaio de las ¢élulas, un porcentaje

apreciable de las mismas son muy grandes con brotes muy pequeios. Estas alteraciones sugieren que
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Figura 18. Caracteristicas morfoldgicas de S.cerevisiae X- 2180 (A) y 179-5 sin poliaminas(B).

Ias células fueron fijadas v se abservaron por contraste de fase en un microscopio Zeiss a 1000 aumentos.



las poliaminas tcndrian participacién cn alguna ctapa dcl ciclo cclular, cn los mecanismos de
regulacidn dc la brotacidn y/o de la sintesis localizada dce la parcd cclular.

Para confirmar cl aumento de tamaio cn auscncia de poliaminas facilmente observable por
microscopia de contrastc de [ase s¢ analizé la distribucidn de tamaios con un analizador Coulter. Los
resultados sc observan cn la Figura 19 : ¢l panel A corresponde a cultivos de la cepa parental y el B a
cultivos de S.cerevisiae 179-5 suplementados con poliaminas, obscrvdndosc en ambos la misma
distribucién de tamaios. Los pancles Cy D mucstran cultivos dc S.cerevisiae 179-5 sin poliaminas a
distintos ticmpos de ayuno, notdndosc un aumento progresivo dcl volimen de las células a medida que
s¢ prolonga ¢l tiempo cn auscncia dc estos policationes. Este aumento cs mucho mayor que el

obscrvado en cultivos de la cepa parcntal al entrar en fasc estacionaria.

Andlisis dcl porcentaje de brotacién

El porcentaje dc brolacién cs un pardmetro del ciclo cclular que nos indica cudntos
organismos han sido capaces de iniciarlo. Sus valores cstdn en estrecha relacién con las condiciones
fisiolégicas de un cultivo; las células que crecen activamente presentan altos valores de este fndice,
micnlras quc si cesan de proliferar por falla de nutrientes o cualquicr otra condicién, disminuyen
notablemente.

En la Figura 20 obscrvamos la rclacion cntre ¢l porcentaje de brotacion y el nimero de
divisiones cclulares en cultivos d¢ S.cerevisiae 179-5 con o sin poliaminas, y de S.cerevisiae X-2180.
En los cultivos suplementados con cstas bascs orginicas o cn cultivos de la ccpa parental, este indice
manticne un valor alto y constante que sélo disminuye cuando las ¢élulas cntran cn fasc estacionaria.
En cambio, cn las levaduras cultivadas sin poliaminas, csic porcentaje disminuye rdpidamente a medida
quc aumenta ¢l nimero de divisiones celulares. Como en las mutantes ¢l contenido endégeno de
poliaminas disminuye a medida que sc dividen, ¢l porcentaje de brotacion parcce correlacionarse con la

concentracién intracclular de poliaminas.

Examen de los niicleos celulares

Dcspués de la fase S o dec replicacion del cromosoma el niclco migra hacia ¢l cuello de
brotacién, donde se ubica durante la mitosis. Sc cstudid si cste proceso se produce normalmente cn
auscncia dc poliaminas vy si la citocinesis sc encucntra alterada, dando lugar a la formacién de células
binuclcadas. Para cllo s¢ tincron los nicleos celulares con un colorante fluorescente, cl
diaminofenolindolacético ( DAPI), que se intercala entre el ADN nuclear y mitocondrial.

En la Figura 21 sc presentan fotos de células parentales y de mutantes suplementadas con
putrescina, teiidas con DAPLy observadas por microscopia de fluorescencia. Las células son
mononucleadas, sus niicleos son normalces y ¢s posible ver cdmo sc ubican en ¢l cuello de la brotacién

al comicnzo de la mitosis (Pancl A). En cambio, cn células ayunadas ¢n poliaminas (Pancl B) se
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Figura 19. Distribucién dc tamanos cn cultivos de S.cerevisiae X-2180y 179-5.
Las muestras se analizaron con un Coulter counter segin se describe en Maleriales y Métodos. A.- S.cerevisiae X-2180 (0.33

duphcaciones/lis, Ao 0-4). B- S cerewisiae 179-5 + polianunas ( 033 duplicaciones/hs. Agg, 0.38 ). C.- S.cerevisiae 179-5 -

poliaminas (0.04 duplicaciones hs. A g, 0.31 ) D Tguala €5 hs muis tarde ('\550 0.48)
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Figura 20. Indicc de brotacidn cn cultivos ayunados y suplementados con poliaminas.

Se determing el porcentaje de ¢élulas brotadas en cultivos de S.cerevistae 179-5 ayunados (O ) o suplementados ( @ ) con
poliaminas y en S.cerevisie X-2180( 0 ). Bl ndmero de divisiones se caleuld por recuento del nimero de células . Los cultivos
en fase estacionaria tenfan un 1077 v un 1377 de células brotadas en S.cerevisiae 179-5 y X-2180 respectivamente



observan algunas alteraciones ya que una proporcién de las ¢€lulas podria ser binucleada o presentar

niicleos deformados. Por otra parte, hay algunos cjemplos que indicarian que la division nuclear podria

llevarse a cabo fuera de su lugar normal.

Figura 21. Exdmen de los nucleos celulares.
Las levaduras S.cerevising X-2180 (A) y 179-5 cultivada en ausencia de poliaminas (B), fueron fijadas y coloreadas con DAPI

segiin se describe en Materiales y Métodos.
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PARED CELULAR

La parcd ccjular ¢s importantc para la forma, tamano y crecimiento de las levaduras,
constituyendo un interesante modelo para ¢l estudio de la morfogéncsisss. Su cstructura y composicién
qurmica varia durante ¢l ciclo celular, la esporulacion y la conjugacién”s. La espora cstd formada por
una grucsa pared interna semejante a la que se obscrva cn cClulas vegetativas y una fina capa exterior

48 Antes de la conjugacién la fcromona « producc cambios

de composicién no cstablecida
morfoldgicos, las células son mds alargadas y la composicién quimica de la pared varia aumentando la
proporcién de glucunos“s. Los cambios observados durante el ciclo celular ya han sido descriptos
(Figura 5).

Las poliaminas son nceesarias para la csporulacién, pucsto que las mutantes auxétrofas para
las mismas son incapaccs de llevar a cabo dicho proccso en auscncia de cllas®2. No se conocen hasta el
momento las bases moleculares o bioquimicas de ésta dcficicncia. Ya hemos descripto en pdginas
anteriores que la falta de poliaminas produce allcraciones morfolégicas ( aumento de tamaio ) y
anormalidades en Ta formacion del brote (multiples sitios de brotacién ), asi como una resistencia
parcial a la accidn de enzimas que degradan normalmentc la parcd cclular. Como cstas alteraciones
cstian (odas relacionadas con la pared, sc decidid cstudiar cn mds detalle su estructura y composicién
quimica. Con cste objctivo se llevaron a cabo una seric de estudios.

Sc ensayaron otros agentes de lisis de la pared cn S.cerevisiae X-2180 y en S.cerevisiae 179-
5 con y sin poliaminas, y sc analizo ¢l efecto de las condiciones de ayuno y de diferenics agregados que
favorccen la sensibilidad a las actividades Iiticas.

La parcd cclular estd compuesta por manoprolcinas que forman la capa mds externa de la
parcd y son responsables de su rcaccidn inmunoldgica; glucanos, que forman la capa mds interna, y
quitina quc s encuentra localizada en cl .\'cploss. Para cstablccer si los cambios morfolSgicos y la
diferente sensibilidad a enzimas se correlacionan con alteraciones ¢n su composicién se determiné la
misma ¢n S.cercvisiae X-2180 v d¢ S.cerevisiae 179-5 con o sin poliaminas.

Estudios por microscopia clectronica revelaron que la estructura de la pared celular es
homogcénca con cxcepeion de la regién del seplo; en csta ultima zona se producen cambios a lo largo
del ciclo celular. Para determinar si hay alicraciones estructurales tanto ¢n cl septo como en el resto de
la pared se analizaron células provenicentes de S.cerevisiae X-2180 y de S.cerevisiae 179-5 con o sin

poliaminas, por microscopia clectrénica.

Accidn de enzimas liticas sobre la pared ccelular

Se determindg ¢l clecto de distintos preparados cnzimdticos sobre la lisis de la pared en
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Figura 22 Elccto del grado de ayuno sobre la scasibilidad a zimoliasa.
S¢ tomaron muestras a diferentes tiempos de ayuno de distintos cultivos de S.cerevisiae ayunados en poliaminas, con tiempos de
generacian entre 0.04 duplic./hs v detencion total del erecimiento, y se determing el porcentaje de lisis segin Materiales y

. L . . . 0,
Mctodos. La reaccion enzinuitica se llevo a cabo con 10 Uml de zimoliasa durante 60 minutos a 37 7C.

cee

representan muestras de distintos cultivos.



S.cerevisiae 179-3 cultivada en presencia o ausencia de poliaminas y sobre S.cerevisiae X-2180. Los

resultados se mucstran ¢n la Tabla 6.

% de lisis 100-(Ags) fAssq i)

Enzima S.cerevisiae S.cerevisiae 179-5
X-2180 + poliam. -poliam.
Zymoliasa 10 U/ml, 35¢C 100 100 40-60
Glusulasa 1%, 25¢C 100 100 10
Novozima 10 mg/ml, 302C 90 90 20-30

Tabla 6. Digestion de la pared cclular por distintos preparados cnziméticos.
1.as células fucron obienidas y tratadas segun se describe en Materiales y Métodos. 13 porcentaje de lisis se expresa como 100-

(AssofAssoi

La zymoliasa quc conticne fundamentalmente B8 1-3 glucanasa y una proteasa especifica para

]49. ticne sobre la ccpa parental v la ccpa mutante suplementada

las manoprotcinas de la parcd celular
con poliaminas un 10077 de actividad Iitica. micntras que, sobre S.cerevisiae 179-5 cn condiciones de
ayuno, sélo un 40-60% cs suceptible al ataque. La glusulasa, que estd compuesta por una mezcla de
150

mananasa, glucanasa, quitinasa y lipasa” ", tienc sélo un 10% de actividad Ii'tica sobre la mutante de

levadura sin suplementar. La novozima 234, por su parte que ¢s un complcjo cnzimdtico que contiene ,
fundamcntalmenic, B 1-3 glucanasas y quc sc utiliza para degradar la pared de algunos hongOSISI,
presenta muy baja actividad litica sobre S.cerevisiae 179-5 sin poliaminas. Estos cambios en la
suceptibilidad a la lisis no s¢ deben a la disminucidn de la velocidad de crecimicento, porque cultivando
la cepa parental en medio pobre en nitrdgeno (por cjemplo, triptofano o trconina 0.1% cn lugar de
SO4(NHy), 0.17% ) sc obticne un aumento del ticmpo de generacion a 8-12 hs, sin que haya pérdida de
la scnsibilidad al ataque enzimiitico.

Dcterminando la actividad Iitica de zymoliasa sobre cultivos con distintos ticmpos dc
generacion, como mucstra la Tabla 7 pudo verse que a medida que los cultivos crecen més lentamente
aumenta la resistencia a la lisis.

Por otra partc sc determind cn cultivos dc S.cerevisiae 179-5 |a variacién del porcentaje de
lisis con cl ticmpo de ayuno. La Figura 22 mucsira los resultados obtenidos, observandose una
corrclacion lincal entre estas dos variables.

La resistencia a la lisis no depende de la concentracion de cnzima ni de los tiempos de
incubacién ensayados (Tabla 8). En ambos casos sc llega a un valor médximo que no ¢s modificado por

ninguna dc cstas dos variablcs.
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Cepa Vclocidad de crecimicnto Lisis de la pared

dupl./hs. 100(A550¢/As550:)
X-2180-1B 0.33 100
179-5 + poliam. 0.33 100
179-5 - poliam. 0.24 87

0.15 75

0.13 47

0.10 46

CD 4

Tabla 7. Relacion entre sensibilidad a zimoliasa y ¢l grado de ayuno.
S.cerevisiae X-2180 ¥ 179-5 se cultvaron en medio miinimo y s¢ determing el porcentaje de lisis seguin Materiales y Métodos.

C.D.: erecimiento detenido.

Tiempo de ayuno Zymoliasa(U/ml) Tiempo de incubacién
2 10 20 Kl 60’ 90
hs Porcentaje de lisis
37 27 67 80 29 67 71
42 10 19 3l 16 19 24

Tabla 8. Efccto de la concentracion de zymoliasa y del tiempo de incubacion sobre la lisis en

cClulas ayunadas cn poliaminas.
Un cultivo de S.cerevisiae 179-8 sin estos policationes ( 0.04 duplicaciones/hs) s¢ procesd segun lo descripto en Maleriales y
Métodos. Cuindo se analizs ¢f electo de 1a concentracion enzimatica el ticmpo de incubacion fue 60 minutos. La concentracion
de zymoliasa utilizada ol determmar ¢l efecto del tiempo de incubacion fue 10 U/ml. El porcentaje de lisis se expresa como

Assor' Mssoi

En algunos casos la accidn dc zymoliasa pucde scr estimulada por diversos agentes que
facilitan la pencetracion de esta enzima hasta la capa mds interna de glucano, atravesando la capa de

32,153 o . .
152033 En Ja Tabla 9 se mucstra el efecto de diversos agenics cslimulantes de

manoproternas externa
la actividad de zimoliasa sobre S.cerevisiae 179-3 con distintos ticmpos de ayuno.

En ticmpos corlos de ayuno los agentes empleados aumentan considerablemente la actividad
litica; se ve que en algunos casos, como con pretratamicnto con mercaptoetanol 500 mM y digitonina
0.1% sc logra lisis total de las células. En cambio si la falta de poliaminas se prolonga, el efecto

cstimulatorio sobre la lisis ¢s menor, alcanzando un valor mdximo que no es modificado. Este
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incremento depende del tipo y concentracion de agente utilizado, resultando €l mercaptoetanol y la

digitonina mds cficaccs que ¢l KCl.

Porcentaje de lisis

Ticmpo Trat. ) Prctratamicnto
de ayuno con zym éin Mcrcapt. o -D;En" -~ Ka
(hs) (min.) SOmM S00mM  0.01% 0.1% 02M  08M
15 25 100 100 100 100 50 100
74 30 45 73 100
60 70 93
15 8 18 63 38 60 12 22
98 30 12 34 70 52 70 20 35
60 18 46 72 60 76 24 50

Tabla 9. Estimulacién de la actividad litica de zymoliasa por diversos agentes sobre células ayunadas en
poliaminas.
LLas células provenientes de un cultivo con 0.04 duplicaciones 7hs se cosecharon despuds Jde 74 y 98 hs de ayuno. Se pretrataron

. o o . L . .
A0 minutos a 37°7C con los agentes elegidos v luego de lavarlas con agua. s¢ determing ¢l porcentaje de lisis. La incubacidn se
realiza con 10 U/ml de zymoliasa por 60 minutos.

Composicién guimica cuantilativa

Para dcterminar ¢l posible clecto del contenido enddgeno en poliaminas sobre la
composicion quimica cuantitativa de la pared, las levaduras fucron incubadas con glucosa-l4C por2ad
generaciones y luego de wislar las paredes celulares se compard la distribucion de radioactividad cn los
diferentes polisacaridos que la constituyen. Los resuliados s¢ mucestran ¢n la Tabla 10.

‘Sc obscnva que en condiciones de ayuno para paliaminas hay una drdstica disminucion dcl
glucano B 1-3 solublc en dlcali, un moderado incremento ¢n manoproternas, un aumento del glucano g
1-6 insoluble cn ilcali y la quitina no sufre modificaciones. La composicién de la pared de S.cerevisiae
X-2180 y S.cerevisiae 179-5 suplementadas con poliaminas c¢s normal y coincide con datos citados
:mlcriormcnlc136.Por olra parte, como s¢ mucstra ¢n la Tabla 10, cn ausencia de poliaminas aparece
una mayor proporcién d¢ marca c¢n la parcd cclular pucsto que ¢l 36% de las cucntas totales
incorporadas sc cncuentra en cste componente celular en estas condiciones, micntras que sélo un 22-
24% sc incorpora a cullivos con cstos policationes o a la cepa parcntal.

Sc controld también la composicion de la pared de células de S.cerevisiae X-2180 en fase

cstacionaria y resulld semejanic a la observada en lase logaritmica.
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Figura 23. Observacién por microscopia clectrénica, S.cerevisiae X-2180 (A), S.cerevisiae 179-5 con
(B) y sin poliaminas (C). Aumento 7500x. N: nticleo, CV: vacuola central, MV: microvacuolas, B: brote

anormal. Barra 2um.



Cepa Manano Glucano Quitina

soluble insoluble
X-2180 47 30 20 2.5
179-5 + poliam. 50.4 28 16 2
179-5 - poliam. 64 54 28 24

Tabla 10. Composicidn (iufmica cuantitativa de la parcd cclular de levaduras.

Ias células se marcaron con | C-glucosa y las parcdes aisladas sc procesaron scguin se describe en Materiales y Mélodos. Los
resultados son un promedio de 2.3 experimentos v se expresan como poreentaje de la radioactividad incorporada en cada
traccion con respectoa Liguma de todias Estas, El poreentage de radioactividad incorporada en ta pared. con respecto al total,

tue de 240, 22y 36 para S.eerevisiae X-2180. 179-5 + poliaminas v 179-5 - poliaminas, respectivamente.

Microscopia clectrénica

Las difcrencias de tamafo descriptas anteriormentc fueron confirmadas por microscopfa
cleetrénica. La Figura 23 mucstra que cn ¢l caso de S.cerevisiae 179-§ cultivada en ausencia de
poliaminas (Panc! C) las células son mds grandes quc las cultivadas con cstos policationes (Panel B) o
quc las cClulas provenicntes de cultivos de S.cerevisiae X- 2180 (Pancl A). Las células ayunadas tiencn
un didimetro promedio 21 % mavor que las suplementadas o la cepa parental (Tabla 11).

Otra caracteristica importantc ¢s la presencia de microvacuolas. Estas son raras en
S.cerevisiae X-2180 obscvdndose generalmente una vinica vacuola central, pero son mds frecuentes y
en bajo nimero cn S.cerevisiae 179-5 cultivadas cOoh poliaminas. En cambio en levaduras ayunadas en
estos policationes el 100 €7 de las células presentan microvacuolas en gran cantidad (Tabla 11). Estas
cstructuras no ticnen ningin contenido, no poscen unidad de membrana y sc pucden fusionar para
formar cavidades mds grandes (Figura 23 v 24). El origen de estas microvacuolas es desconocido pero
podrian provenir de inclusiones lipidicas cuyo contenido fue extrardo durante la fijacidn.

Adenvis, Ta pared celular de levaduras cultivadas sin poliaminas no tiene una textura
homogénea como la observada ¢n fas células normales v es significativamentc mds grucsa, siendo su
ancho un 45 % mavor. Otra caracteristica importante ¢s la presencia de microcuerpos clectrodensos
dentro de la pared. Estas estructuras estan rodcadas de una unidad dc membrana trilaminar similar a
la membrana cclular, y su contenido no puede ser diferenciado del citoplasma circundante (Figuras 24 y
25).

En c¢lulas ayunadas ¢n poliaminas s¢ pucden obscrvar varias levaduras con multibrotaciones,
en algunos casos una al lado de la otra (Figuras 23, 24 y 25 ) o cn sitios anormales (Figura 25) El
micleo de estas ¢élulas se encuentra gencralmente deformado, con protuberancias y estrangulaciones

(Figura 24) aunque también ¢s posible observar miicleos normales.
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Diamctro Células con Numero Ancho de la

Cepa cclular microvacuolas por cél. parcd cclular

(um) (%) (nm)
X-2180 2.79 12 0-1 120

(0.71, N29) (SD 26, N15)

179-5 292 553 315
+ pol. (SD (.77, N29) (SD 2, N26)
179-5 3.38 100 228 174.9
- pol (SD 1.15, N20) (SD 18, N14) (SD 29.2, N15)

Tabla 11. Algunas caracicristicas cstructurales observadas por microscopia electrénica.
* p 0.01 para diferencias entre X-2180 v 179-5 sin poliaminas.** p 0.01 para diferencias entre 179-5 con o sin poliaminas.

Por iiltimo, sc obscrva quc la scptacién cn ausencia de poliaminas es defectuosa, el septo
primario picrdc su cstructura y cn algunos casos no s¢ completa, forméndose deposiciones de material

muy heterogéneo a su alrededor (Figura 25).

Figura 24. Efccto del ayuno ¢n poliaminas.

(/) Cultivos ayunados en poliaminas, mostrando los microcuerpos densos cn la pared celular, [a abundante cantidad de
microvacuolas (MV) v los nucleos deformados (N). Aumentos 17000x. Barra | um. (B)Cepa parental, se observa la textura
homogénea en la pared excepto en i region del septo (8). Aumento 50.000x (C) Célula ayunada ¢n poliaminas, con una pared
heterogénea, mas gruesa y se pucden observar los microcuerpos densos (DB) rodeados por una membrana trilaminar similar a
la membrana celular (CM). Aumento 50.000x Barra 0.5um.
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Figura 25. Efecto del ayuno en poliaminas.
(A) Ccpa parental brotando normalmente. Aumento: 36.000 _
(B) Scptacidn anormal en ausencia de poliaminas, observandose un engrosamiento por deposicidn asimétrica del material que

forma el septo secundario. Aumento: 31.500 N
(C) y (D) Células mulibrotadas ¢n ausencia de poliaminas con alteraciones en el numero y localizacién del brote.

Aumento:24.000. N: nucleo, C: citocinesis.
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DISCUSION

Si bicn las poliaminas participan en numcrosos procesos fisiolégicos y metabdlicos (ver
Introduccion) no sc conoce con cxactitud su papel fisioldgico en los seres vivos. Estos policationes

. . T . . 26,2
ticnen una importantc participacién en la proliferacion ccllnlar“6"7

. Aunguc no se conoce exactamente
¢l papel de las poliaminas en dicho proceso, los estudios realizados indican que participan tanto ¢n ¢l
crecimiento como cn la divisién cclular. El objctivo del presente trabajo fue establecer el papel
fisiolégico y/o bioguimico dc las poliaminas cn la prolifcracidn cclular de cucariotes.

Hasta ¢l presente se han adoptado tres cstrategias fundamentales para determinar las
posibles funciones de las poliaminas: a.- la corrclacion de distintos pardmectros de la fisiologia cclular

4,26' b.

con los niveles intracelulares de las mismas y sus enzimas biosintCticas - los estudios en sistemas

libres de céllnlz|s4‘2(’ y ¢.- ¢l estudio de las alteraciones que sc producen en células u organismos que
carceen de o ticnen disminuido el contenido enddgeno de poliamina526'27. En el primer caso sélo
podemos tener una primera aproximacion a los procesos fisiolégicos o metabdélicos afectados por estas
bases orginicas sin tener evidencias dircctas de su participacion cn cllos; en ¢l scgundo caso, debido a
quc las poliaminas son altlamente cargadas, interactian con numerosos compuestos cclulares que
pucden no estar relacionados con sus funciones bioldgicas cspecificas, por lo tanto se debe tener mucho
cuidado al interpretar los resultados experimentales.

Quizds la mcjor cstrategia para delerminar las funciones de las poliaminas en los organismos
vivos ¢s ¢l estudio de os procesos metabdlicos y (isiolégicos afcctados por la falta de ellas, por tratarse
de estudios in vivo, aportan evidencias mds direclas de su participacién cn los procesos altcrados. Se
han desarrotlado dos sistemas para disminuir ¢l contenido enddgeno de poliaminas en los scres vivos: la
obtencion de mutantes auxdéirofas para estos compucstos, y la utilizacion de inhibidores dc la

26,27

biosintesis de las mismas Esta diltima cstrategia presenta una seric de inconvenicnies: la

inhibicion dc las cnzimas sucle ser parcial, algunos inhibidores producen cfcctos sccundarios 194 y en
algunos organismos no penctran fdcilmente. La obtencién de mulantes auxdtrofas en diversos
organismos, por cl contrario, ha pcrmitido detcrminar algunos de los papeles fisiolégicos de las
poliaminas y constituycn una muy bucna herramicnta de trabajo para determinar los procesos
mectabdlicos y celulares ¢n los cuales podrian participar cstos policationes. Se han obtenido mutantes
de E. coli35"37, N.crassa '3, S.c'ere\'i.si(1e32‘33. Si bicn estos sistcmas presentan numcrosas ventajas, cn
algunos casos existe ¢l inconveniente de no poder determinar cudl es ¢l sitio primario dc accién de los
policationcs, ya que muchas alteraciones cstudiadas pucden ser sccundarias.

La levadura S.cerevisiae cs un cxcelente modclo para cl cstudio de la bioquimica y de la
biologia molccular y cclular cn cucariotes, debido a quc cste organismo cs fdcilmente manipulable
desde ¢l punto de vista genético y bioquimico y la mayoria de los procesos fundamentales como el ciclo

celular, la replicacidn, la transcripeidp, la sintesis de proteinas, clc., son muy semejantes a la de los
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cucarioles superiorcs. En los \iltimos afnos s¢ han aislado mulantes dc S.cerevisiae aux6trofas para

;
P()li:lminzls3~v33.l 16

que nos permitirian determinar los papeles fisiolégicos de las poliaminas en la
prolifcracion celular, Entre cstas cepas mutanies se encucntra S.cerevisiae 179-5 obtcnida por Hosaka
ctal, que como demostraron sus autores, ticne las siguientes caracteristicas: no prolifera en ausencia de
poliaminas, son deficicnics en la biosintesis de las mismas ya quc no sc encucnira actividad de ornitina
decarboxilasa, la primera y principal cnzima del camino biosintético, y tampoco sc detecta ninguna de
las tres poliaminas descriptas en levaduras por andlisis de sus derivados dansilados por cromatografia
en capa dclgudu”. Estos resultados fucron confirmados cn ¢l presente trabajo. El crecimiento celular
fuc dcficicnte cn auscncia de poliaminas , con liempos de gencracion de 7 hs. o mayores incluyendo
detencion total del mismo (Figura 10). No se¢ detectaron poliaminas por andlisis de sus derivados
dansilados a ninguna de las velocidades de crecimicento (Figura 9), siendo la falta de actividad dc
ornitina decarboxilasa la responsable de esta deficiencia (Tabla 2). Sembrando diluciones crecientes de
un inéeulo de S.cerevisiae 179-5 ¢n medio minimo libre de poliaminas como se describe en Materiales
y Mctodos, s¢ obticnen distintos tiempos de generacién por diferencias ¢n ¢l grado de ayuno de los
cultivos . El crecimicento celular normal se recupera lucgo de 6-10 hs. por rcagregado de poliaminas,
siendo mas efectiva la espermina quc la putrescina o la espermidina.

En cl presente trabajo sc presentan evidencias que nos permiten asignar a las poliaminas un
papcl fisioldgico cn ¢l crecimicnto celular, ya que participan cn la sintesis de macromoléculas, en el
cnsamblado de los ribosomas y cn la sintesis y/o cestructura de la pared. También crecemos que tienen
un papel en la divisidn-cclular, debido a que participarian cn algunos de los eventos discontinuos del

ciclo cclular.

POLIAMINAS Y CRECIMIENTO CELULAR

Efcclo sobre la sintesis de macromoléculas

La disminucion cn la velocidad de crecimicento que sc obscrva en ayuno de poliaminas podria
deberse a una deficiencia en la sintesis de alguna de las macromoléeulas fundamentales (ADN, ARN y
proteinas). Sc pudo demostrar ¢n nuesiro caso que la sintesis de cslas tres macromoléeulas estd
afcctada en estas condiciones, recuperdndose primero la siniesis proteica por rcagregado de poliaminas

47,139

(Figura 11). Esic comportamicento cs similar al obscrvado cn procariotes y sugierc quc las

poliaminas actuarian quizd fundamentalmente sobre la sintesis proleica.

Efccto sobre ¢l ensamblado v/o biogéncsis de los ribosomas

La deficiente sintesis de proleinas que se obscrva en auscncia de poliaminas podria dcberse
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a altcracionces cn los componcentes de la maquinaria biosintética. Para verificar csta posibilidad se
analizaron los perfiles ribosomales de cultivos de S.cerevisiae crecidos con o sin poliaminas.

En auscncia de cstas bases orgdnicas se cncucntran varias alteraciones en los perfiles
ribosomales, similarcs a los obscrvados cn procariolcss". Los monosomas se¢ cncuentran mds
disociados; no sc obticne asociacién completa de las subunidades ain a concentraciones altas de
cationes divalentes (Mg2+ 30 mM)(Figuras 12 y 15). Estas altcraciones no se deben a las bajas
velocidades de crecimicnto de los cullivos, ni a la accion de ARNasas, protcasas u otras actividades
cnzimdticas que podrian degradar parcialmente los ribosomas dando perfiles similares (Figura 13). Por
otra parte, s¢ observa una correlacion entre ¢l grado de ayuno y ¢l indice de asociacién de las
subunidades ribosomales, lo que constituye una cevidencia de que la falta de poliaminas provoca las
alteracionces anteriormente descriptas (Tabla 5).

Durante la ultracentrifugacion sc¢ gencra una presion hidrostdtica a lo largo del tubo de
centrifuga que ¢n algunas ocasiones disocia las particulas ribosomales tanto cn procarioles como en

43,074 1 o5 ribosomas obtcnidos cn ausencia de poliaminas son mds scnsibles a cste cfecto

cucariotes
de la presidn hidrostadtica; como puede deducirse de la comparacion de los perfiles ribosomales con o
sin fijacion previa con glutaraldchido (Figura 12). Estc comportamicnto es scmejante al que presentan
las denominadas "loosc couples™ de E.colil?*, Estas particulas son monémcros ribosomalcs, obtenidos
a baja concentracion de Mg2+, que sc disocian fdcilmente durante la ultracentrifugacién, son menos
activos cn la sintcsis proteica in vitro y sc originarian por cambios conformacionalcs o estructuralcs en
la particula ribosomal. A diferencia de los ribosomas dc levaduras oblenidos en ausencia de
poliaminas, s¢ asocian complctamente a altas concentraciones de cationes divalentes como €l Mg2+; lo
que sugicre que la naturaleza de las alteraciones provocadas por la ausencia de cstas bases orgdnicas en
levadura c¢s distinta a la que origina las "loosc couples”.

Estos resultados parceen indicar que en ausencia de poliaminas se producen alteraciones
cestructurales y/o conformacionales cn los ribosomas de levaduras, lo quce se verificé mediante el estudio
del cfecto de los cationes mono y divalentes sobre la asociacion de subunidades. Hasta cl momento se
han desarrollado dos modclos para explicar ¢l cfecto de éstos cationes sobre ¢l cquilibrio de
subunidades. El primcero de cllos propone la existencia de sitios especificos ¢n ¢l ribosoma para cl
Mg2+. cl cual favoreceria la asociacion ribosomal a través de la formacién de pucentes entre los grupos
fosfato del ARN ribosomal. Los cationes monovalentes compctirian por cstos sitios y debido a su
incapacidad para formar puentes provocarian la disociacién de las subunidades. Ademds estos cationes
por clecto electrostitico pucden impedir que los ribosomas adquicran una conformacion que permita
la unién especifica de Mg2+. La diferente capacidad de distintos cationces divalentes para asociar los

H1-143 B} 61r0 modelo proponc quc los

ribosomas constiluyc una cvidencia a favor de ¢stc modclo
cationcs divalentes neutralizan las cargas cn las subunidades ribosomalcs y la consccucenic reduccién de
la repulsién clectrostitica entre las mismas provocarfa su asociacién. Los cationes monovalentes
disociarian los ribosomas porque protegerian a las subunidades por cfecto de uniones no espccificas y
158

no covalentes . Actualmente la mayor parte de la evidencia favoreee un modelo combinado, donde el
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Mg2+ reduciria la repulsién clectrostdtica entre las subunidades y también se unirfa a sitios
cspecificos cn ¢l ribosoma 142-159

Los ribosomas obtcnidos cn auscncia de poliaminas ticnen una menor sensibilidad a las
variacioncs cn la concentracién de Mg?'+. Vemos que con valores altos como 30 mM no hay asociacién
complcta con o sin [ijacion previa con glutaraldehido (Figura 15); sélo sc observa un pequeiio grado de
asociacion dependiente de la conceentracién de Mg2+, quc indicaria quc cste catién podria disminuir la
repulsion clectrostdtica de las cargas de los grupos fosfato , pero al cstar las subunidades mal
cnsambladas, los sitios cspecificos para ¢l Mg2+ s¢ encontrarian alicrados provocando la falia de
sensibilidad a cste catién. Esta alicracion depende del contenido endégeno de poliaminas, ya que cxiste
una corrclacién entre ¢l clecto asociante del Mg2+ y cl-ticmpo dc gencracién de los cultivos (Figura
16).

Como sc cxplicé antcriormenle, los cationes monovalentcs promueven la disociacién de los
ribosomas debido a que competirian con los cationes divalentes por los sitios especificos o alterarian la
conformacién de los ribosomas disminuyendo la afinidad de dichos sitios por los cationes divalentes. En
ausencia de poliaminas.los ribosomas son mds sensibles a las concenlraciones de K*, ya quc menorces
cantidades de cste cation tienen cfecto disociante, independicntemente de la relacién K+/Mg2+ (Tabla
5). Debido a quc la concentracion de K* cscl factor importantc para la disociacién dc los ribosomas y
no la rclacién K+/Mg2+. ¢s poco factible que el efecto del K* scdcba a que compite con el Mg2+.
Probablemente, cl cation K* promucva cambios conformacionales mds fdcilmente cn el ribosoma mal
cnsamblado por auscncia de poliaminas y disminuya la aflinidad por cl Mg2+ o la cantidad de sitios
especificos para ¢l mismo, lo que comprucbha un defecto en la cstructura y/o conformacién de los
ribosomas.

Las poliaminas, fundamentalmente espermidina y cspermina, asocian las particulas

ribosomalcs ¢n sistemas libres de c(:lulasl

42 sin cmbargo, el agregado in vitro de cstos policationes a
ribosomas obtcnidos cn auscncia de cstas bases orgdnicas no provoca cambios en cl equilibrio de
subunidades (Figura 14), demostrando que las poliaminas son nccesarias durante la biogénesis y/o
cnsamblado dc este componente celular.

Si los ribosomas cstdan mal ensamblados en ausencia de poliaminas, pucden ser responsables
de la deficiente sintesis proteica in vivo. Por lo tanto, s¢ examinaron los polisomas c¢n presencia o
auscncia de cllas. En ausencia de las mismas s¢ observa una menor proporcion de polisomas y un
aumento de la fraccion que migra como 80S lo que indica que una menor cantidad de ribosomas se
halla involucrada cn la sintcsis proteica (Figura 17). Otra anormalidad evidente ¢s la presencia de
"halfmers™. Estas estructuras, que representan acimulos de subunidades 40S unidas al ARN_, pueden
originarsc por defcctos cn la iniciacion de la sintcsis protcica, especificamenic por incapacidad de la
subunidad 60S para unirsc al complejo 40S-ARN - formando ¢l complcjo de iniciacién.complclol%, o
por algtin defecto en la biogénesis de la subunidad 608147, En levaduras ayunadas cn poliaminas no se
obscrva una acumulacién de la fraccién 60S quc sc producirfa si csta subunidad no pudiera unirsc al

complejo de iniciacion 40S-ARN .. en cambio sc observa una mayor proporcién de particulas que
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migran cn la regién 40S y una ligera disminucién de las quc migran en la zona de 60S. La biogénesis de
ambas subunidades comicnza con la sintesis de un ARN_ precursor de 358, el cual luego es procesado
para gencerar los ARN cspecificos de cada subunidad (ver Iniroduccién). Durante el ensamblado se
uncn varias proteinas, la mayoria ribosomales, a cstos prc-ARNr formdndosc las decnominadas pre-
RNP!98 El desbalance en la produccién de cstas dos subunidadces sugicre que las poliaminas son
nceesarias para la biogénesis y/o cnsamblado dc la sibunidad 60S. Diversos mecanismos podrian
cxplicar la participacion de las poliaminas cn este proccso. Debido a que cl ARNr de cucariotes se

cncucntra melilado cn bascs cspccn’ﬁcasm9

109

, lo que ¢s muy importante para la maduracién de los
ribosomas™"", y como las poliaminas ticnen un papel fisiolégico en la mctilacién del ARN_ en
procurimcssg. podria scr que las alicraciones descriptas antcriormente sc deban a una deficicncia en la
metilacion de csta macromoléeula. Otras posibilidades no cxcluyenics cntre si son: a.- que las
poliaminas scan nccesarias ¢n alguno de los pasos del camino biosiniético de los ribosomas; b.- que
formen parte estructural de la particula ribosomal, como ha sido sugerido cn E.coli190, permitiéndoles
adquirir la conformacién correcta.

Sc ha demostrado la participacién de las poliaminas cn ¢l ensamblado y/o biogénesis de los
ribosomas cn procariotes. Algranati ¢t al demostraron que cn su ausencia s¢ producc una subunidad

3 3'59‘ Los primeros

ribosomal 30S dcfectuosa, 1o que provoca una mayor disociacion de los monosomas
cstudios andlogos en cucariotes son los presentados ¢n cste trabajo.

Las caracteristicas similares de los mecanismos de asociacion en los ribosomas eucariéticos y
procaridticos nos permiten pensar que dicho proceso puede ser esencialmente gencral. Los andlisis del
ARN ribosomal dc E.coli han dcmostrado la presencia de sccucncias complementarias entre el
extremo 3" del ARN 16S y cl extremo 5 del ARN| 23S. La intcraccion dc las particulas 30S y 50S para

formar ¢l mondmcro 70S podria verse facilitado y cstabilizado por cl apareamiento dc los ARN
160
111 R

r
complementarios de cada subunidi La unidn a oligonucledtidos complementarios de cstas
regiones o la mutagéncesis dirigida en dicha region reduce significativamente ¢l grado de asociacién de
las particulas ribosomales'®1. Por otra parte, sc ha delecrminado in vitro 1a formacién de un complejo
entre los ARN cucaridticos de 16S y 55155, o que sugicre quc cl aparcamicnto de estos ARN cs
importantc ¢n la formacidn dc la particula 80S. Sc puede cspecular que cn ausencia de poliaminas estas
sccuencias de ARN no adquiririan la conformacién correcta, provocindosc la disociacién de los

ribosomas.

Efcclo sobre la sintcsis y/o cstructura dc la pared celular

La parcd cclular ¢s importanic para la protecccidn osmdtica, forma, tamaiio y crecimiento de
la levadura; su estructura y composicion quimica varian durante la csporulacién, la conjugacién y a lo
largo dcl ciclo cclular.

Durante la preparacién de protoplastos para obtener ribosomas por un método suave, se

obscrvé que la pared de levaduras ayunadas cn poliaminas ¢s mds resistente al ataque de enzimas
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Iiticas como la zymoliasa. Otros preparados enzimdticos como la glusulasa o Ja novozima 234 tampoco
fucron capaccs de degradar la pared de levaduras formada cn ausencia de poliaminas (Tabla 6).

Esta altcracién depende del contenido enddgeno de poliaminas, debido a que cultivos con
distinta velocidad de crecimiento por diferente grado de ayuno, ticnen diferente sensibilidad al ataque
de zymoliasa (Tabla 7). Por otra partc, a medida quc aumenta cl ticmpo dc ayuno se incrementa el
porcentaje de cclulas resistentes (Figura 22). Este cfecto no ¢s dependicnte de la concentracién de
cnzima utilizada ni dc los ticmpos de incubacién (Tabla 8). Estos resultados sugieren que las
poliaminas ticnen algun papel fisioldgico cn la formacién de la pared celular y que su ausencia provoca
altcracioncs cn cste componcente cclular. Estas alteracioncs no se dcben a la baja velocidad de
crecimicnto de los cultivos, ya que cultivando Icvaduras con niveles normales de poliaminas en medios
pobres ¢n nitrégeno para que crezcan mas Ientamente (licmpo de gencracién 9-12 hs.) las células son
totalmente scnsibles a ¢stas cnzimas.

La zimoliasa cs un preparado enzimdtico quc contienc fundamentalmente dos enzimas, una

149. La primera, actuando

protcasa especifica para las manoproteinas de la pared y una 8 1-3 glucanasa
sobre la capa mis externa de manoproternas, favoreee la penctracion de la segunda, que degrada la
capa miis interna de glucano provocando la lisis celular'2. Cuando los cultivos de levadura entran cn
fasc estacionaria s¢ obsenva un incremento de la resisiencia a la accién de estas cnzimas Iiticas debido a
cambios cn la capa mds ¢xterna dc manoproteinas que impiden ¢l acceso de las glucanasas a su sustrato
cspccn’fico”s. Diversos agentes que alicran la capa de manoproteinas, tales como agentes reductores
(mercaptoctanol, ditiotreitol), detergentes (digitonina), y sales (KCl) favorecen la penctracién de la 8

) . . 52,153
1-3 glucanasa c incrementan la lisis de cstas célulag1P 213

. La resistencia a la lisis obscrvada en
ausencia de poliaminas parcee similar a la notada en fasc cstacionaria. Por lo tanto se cmplearon
diversos agentes que favoreeen la penctracién enzimadtica en cullivos cstacionarios y sc determiné la
actividad Iitica en cultivos de 179-5 con distintos ticmpos de ayuno. A ticmpos cortos de ayuno los
agentes empleados aumentan considerablemente la actividad Iitica y ¢n algunos casos (pretratamiento
con mercaptoctanol 500 mM o con digitonina 0.1 %) sc llcga a lisis total. En cambio a ticmpos mds
prolongados, ¢l efecto estimulatorio de la lisis c¢s menor alcanzando un valor constanic que no cs
modificado (Tabla 9). El comportamicnto de las células ayunadas cn poliaminas frente a distintos
agentes que favorceen la penctracin cs, puces, diferente al de c€lulas en fasc eslacionaria ya que estas
s¢ lisan totalmente y requicren una menor concentracion de cstos agentes para lograr este cfecto. Estos
resultados sugicren que en ausencia de poliaminas las alteraciones en la pared sc producirian cn dos
ctapas; en la primera, a ticmpos cortos de avuno s¢ modificaria fa capa externa de manoproleinas,
impidiendo ¢l acceso de la B 1-3 glucanasa a la capa mds intcrna de glucano, y postcriormente con
ayunos mds prolongados, s¢ formarfa una cstructura que ya no cs sucepltible al ataque.

Estos resuliados sugicren que se produciria una alicracién en la composicién quimica de la
parcd c¢n auscncia dc poliaminas, lo que sc verificd analizando la distribucién de polisacdridos
radioactivos que la componcen, lucgo de marcar las células por varias gencraciones con glucosa“C. En

primcra instancia, s¢ obscrva quc cn auscncia dc estos policationes sc incrementa la cantidad de
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cuentas lotales incorporadas a csic componentc cclular en un 57%, lo que sugiere la sintesis de una
parcd mds grucsa, hecho comprobado también por microscopia clectrénica. Ademds sc detecta un
modcrado incremento cn la cantidad dc manoproteinas, una drdstica disminucién del glucano g 1-3 y
un aumento del glucano 8 1-6 (Tabla 10). Estos resultados nos permiten explicar la resistencia a la
actividad Iftica de la siguicnte mancra. El incremento en las manoproteinas y cn el espesor de la parcd,
constituirian una barrcra para la penctracién de la zimoliasa. Supcrada la barrcra cxterna mediante el
agregado de diversos agentes, la cnzima cncuentra, fundamentalmenie, glucano 8 1-6 que no puede
degradar, ya que ¢l 8 123 cstd muy disminuido. Este comportamicnto es difercnte al de las células en
fasc cstacionaria, que no presentan mayores variaciones cn la composicion cuantitativa de su pared.

La marcada disminucién del glucano 8 1-3 podria cxplicarsc tanto por una disminucién en su
sfntesis como por un aumento en su degradacion. S¢ conoce un sistema Iitico de la pared cclular de
S.cerevisiae que cstd compuesto, principalmente, por glucanasas que degradan la parced en los sitios de
crecimiento, para incorporar ¢l material sintetizado de novo 93 136.157 pgria suceder quc cste
sistecma se active cn ausencia de poliaminas. Por otra parte, la sintesis de glucano se lleva a cabo por la
cnzima glucano sintetasa, que es cstimulada por nucleétidosB2. Seria intcresante determinar si también
las poliaminas ticnen un clecto estimulatorio sobre esta actividad enzimdtica.

La estructura de la parcd sc analizd ¢n mas detalle por microscopia clectrénica (Figuras 24 y
25). La parcd cclular ¢n auscncia de poliaminas ¢s significativamentc mds grucsa siendo su ancho un
45% mayor, 1o que concucrda con ¢l aumento del 55% cn la sintesis de esic componente celular, su
textura no ¢s homogénca 1o que se debe, probablemenic, a su diferente composicién quimica. También
¢s posible observar que pridcticamente no sc forma la capa mis inlcrna de la parcd constituida por cl
glucano B 1-3. Una anormalidad muy cvidente cs la presencia de microcuerpos clectrodensos dentro de
la pared que podrian tener origen citoplasmatico. Estas estructuras cstdn rodcadas de una unidad de
membrana trilaminar, similar a la membrana cclular, podrian scr cvaginaciones citoplasmdticas dentro
de la pared cclular. Es factible que la deficiencia de glucano 8 1-3 deje espacios en la pared celular que
scrian ocupados por cl citoplasma para mantener la estructura de la misma.

La participacion de las poliaminas en la sinicsis y/o cstructura de la pared celular de
levaduras es un hecho completamente novedoso. Hasta ¢l momento ¢l nico antecedente conocido es la
existencia de cadaverina como parle cstructural de la pared de algunos cocos anacrobios!4. Sin
cmbargo las poliaminas participarian ¢n la sintesis y/o cstructura de la parcd cclular dc levaduras de
forma fundamentalmente diferente, ya que su cfecto  principal scria  indirecto, regulando

probablemente cl nivel de los componcentes de esta cstructura.



POLIAMINAS Y DIVISION CELULAR

Morfologia, Citologia y Ciclo cclular

La levadura S.cerevisiae cs un organismo que debido a sus caracteristicas se utiliza como
modclo de cstudio del ciclo cclular cn cucariotes. Como ya sc describié anteriormente, hay un punto
central para la rcgulacion de este ciclo denominado "start” (ver Introduccién), donde la célula integra
las schales intra y extracclulares para controlar la cnirada al ciclo mitético, a los distintos caminos de
diferenciacion, tales como esporulacion y conjugacion o bicn a fasc cstacionaria. Esic punto se
encuentra en la fase Gy permite la coordinacién entre ¢l crecimicnto cclular, que constituye fa ctapa
limitante del ciclo celular, y los eventos discontinuos del mismo. Es nccesario un tamaiio critico para
quc las clulas atraviesen cste punto, pucdan brotar y entrar cn fasc $"73_ Dicho 1amaio critico estd
rclacionado con las condiciones nutricionales de la célula, sicndo menor para medios minimos o pobre
en nulricnlcs7(’. Sc han obtenido varias mutantes termosensibles cuyos ciclos cclulares se arrestan en
start o cerca de este punto, lo que ha permitido identificar varios de los genes y productos que
intervienen ¢n ceste mecanismo de regulacion. Se han definido dos clases de mutantes cn base a sus

) . . .
]()". Las mutantes clase 1, como cde 28 o cde 36, ticnen un fenotipo terminal

fenotipos terminales
similar a las levaduras tratadas con feromona a y continuan cl crecimiento cclular llegando a formar
¢élulas muy grandes con una forma caracteristica denominada " shmoo ". En cambio, las mutantes clase
[}, como cde 25, ¢de 33, cde 35, ticne un fenotipo terminal muy parecido al de las c€lulas que entran en
fasc cstacionaria 162,

Las c€lulas ayunadas cn poliaminas s¢ parccen bastanic a las mutantces clase 11 EI mimero de
células brotadas disminuve a medida que aumenta ¢l nimero de divisiones cclulares (Figura 20), lo que
indica un arresto progresivo cn fase G, aumentan su volumen (Figuras 18, 19y 23) y prescntan una
resistencia a L accion de enzimas (iticas de la parcd cclular (Tabla 7). Si bicn las ¢élulas que entran cn
fasc cstacionaria presentan cstos mismos cambios, parccen scr diferentes a las c€lulas ayunadas en
poliaminas, ya que ¢n las iltimas ¢l aumcnto de tamaiio ¢s mayor, y no sc obscrvan las mismas
alicracioncs citolégicas o cn la cstructura de la pared celular.

La dcficicncia de poliaminas provoca alleraciones cn algunos procesos metabdlicos no
rclacionados con los mecanismos de control del ciclo celular, que podrian explicar el arresto en fase
G- Sc sabe que cl transporte de diversos nutrientes esenciales, como aminodcidos, s¢ encucntra
disminuido ¢n auscncia de poliuminus”. pero ¢l arresto en fase G] no scria provocado por una
deficiencia de nutricntes, ya que las células aumentan de tamaio, cn lugar de disminuirlo.

La maquinaria dc sintesis de proteinas estid altcrada cn auscncia de poliaminas. Sc han
aislado mutantes de levaduras que ticnen afectada la iniciacion de la sintesis proteica, que se arrestan
cerca del punto start a la temperatura no permisiva, pero su comportamicnto es distinto a las células

ayunadas cn poliaminas ya quc han sido clasificadas como mutantes clase 1163. Por otra parte, la
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sintesis de ARN cstable también ¢s necesaria para atravesar csie punlolm. En ausencia de poliaminas
sc cncucntra disminuida la sintcsis dc ambas macromoléculas, lo que podria scr la razén del arresto de
cstas c€lulas cn fasc G. Sin cmbargo, no parcce haber un aumento de tamaio cuando se afecta la
sintesis de ARN o proteinas.

Recicntemente se ha descripto un mecanismo que rcgularia positivamente el crecimiento
cclular y ncgativamente los caminos de diferenciacién como csporulacién o entrada en fase
estacionaria, mediantc la activacion de proicinas quinasas dcpendicntes de AMPc165. Todas las
mutantcs que inactivan cstc mecanismo disminuycndo los niveles de AMPC. como cdc 25, cdc 35, ras 1,
ras 2, arrcstan ¢l crecimicnto cclular dando un fenotipo similar al obtcnido por ayuno de nutrientes. Si
la inactivacion ¢s parcial s¢ produce un fenotipo que se caracleriza por alta resistencia a heat-shock,
hiperacumulacion de glucdgeno ¢ incapacidad para crecer en azicares no fcrmentables. Varios de cstos
genes, ede 25, ras 1, ras 2, también cstin involucrados cn la regulacion de tamano de las c€lulas en cl
punto start, probablemente a través de un mecanismo cn ¢l que intervenga cl AMPc166.

El fcnotipo que presentan las células ayunadas cn poliaminas cs bastante similar al

167, hay un aumento del tamano cclular (Figuras 18, 19y 23), resistencia

obscrvado en la mutante cde 23
parcial a cnzimas liticas de la pared celular (Tabla 6) y arresto cn fase G . Esto sugicre que las
poliaminas podrian ¢star involucradas ¢n este mecanismo, modulando cn alguna forma la cascada de
reacciones que activan las protein-quinasas dependicntes de AMP ..

La funcién codificada por ¢l gen CDC 25 csid involucrada en la regulacién del producto del
gen CDC 28, responsable del pasaje a través del punto start 168, Este gen ha sido aislado y clonado en

184,185

S.cerevisiae, S.pombe, humanos (en los iiltimos organismos s¢ denomina CDC 2), su producto

cs una proteina fosforilada ¢n residuos tirosina, liene actividad de proteina quinasa y tiene un papel

sumamente importante durante la mitosis 180

. En S.pombe la funcién codificada por estc gen es
neeesaria tanto cn fase G] como cn fase GZ antcs de cnirar en n1ilosi5186. En cambio, en S.cerevisiae
solo ¢s requerido en fase G en ¢l punto start, lo que reficja probablemente la naturaleza inusual de la
mitosis ¢n esta Ievadura donde los cventos espeeilicos de csta fasc comicnzan ¢n ¢l punto start a
difcrencia de otros cucariotes. Si la falta de poliaminas afecta ¢l sistema de fosforilacion de proteinas
dependientes de AMP  seria esperable observar alteraciones en la mitosis. Sc observaron ¢n nucstro
caso los niicleos por tincién con un colorante fluorcscente (DAPI) y por microscopia clectrénica. En
estas condiciones ¢l niiclco es anormal, segmentado y multilobulado. También s¢ cncontraron algunas
cClulas que llevaban a cabo la mitosis fucra de su lugar normal (Figura 21). Un fenotipo similar se ha
descripto cn otros organismos cucaridticos quc ticnen alicraciones cn la mitosis, por cjemplo cn
algunas c¢lulas tratadas con inhibidorcs de la formacién dc microtibulos como nocodazol o
colcemida 169. Sin embargo, también sc obscrvan anormalidades ¢n ¢l niiclco, similarcs a las descriptas,
cn ¢¢lulas de fibroblastos humanos microinycctadas con anticucrpos contra ¢l producto del gen SUC 1,
una proteina de 13 KD que normalmente se encuentra en un complcjo macromolecular con ¢l producto
del gen CDC 2](’9. La fosforilacion y deflosforilacion de distintas proteinas constituye una schal

1
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sumamentc importantc para rcgular los distintos cventos de la mitosis 0 Se ha comprobado que las



poliaminas cstan rclacionadas con la fosforilacién de protcinas nuclcarcs en eucariotes; por lo tanto
estas bascs orgdnicas podrian tcner un papcl fisiolégico en la rcgulacién de cste mecanismo,
controlando de csta mancra la proliferacion cclular,

Por otra parte, una fracciéon de las células ayunadas cn poliaminas ( 10-20 % ) son
multibrotadas, y cn algunos casos, las brotacioncs sc encuentran cn sitios anormales (Figuras 18, 24 y
25). Un cvento muy importanic quc cstd relacionado con el control de 1a brotacidn cs la duplicacién y la
scparacion del centriolo’!. La mutanic cdc 4 quc pucde duplicar csta cstructura pero no scpararla,
ticne un fenotipo terminal compuesto por células mullihroludns”l, lo que sugiere que las poliaminas
tendrian alguna participacion en la formacidn y scparacién del centriolo. Por otra parte, esta estructura
que sc encuentra cn la envoltura nuclear organiza cl sistema dc microtdbulos y filamentos celulares,
tanto nuclcarcs como citoplasmdticos, y del mismo emanan cstos filamentos hacia cl interior del nicleo
v hacia cl sitio de brotacién. Estc ultimo scria responsable de la sintesis localizada de la pared ya que
los polimcros dc actina s¢ ¢ncucniran ubicados cn la porcién mds distal del brote cclular, donde se
incorpora la nueva pared, v los polimgros de tubulina ( micronibulos ) sc dirigen hacia csta rcgién”z.
Durantc ¢l ayuno de poliaminas ¢s posible obscrvar c€lulas madres muy grandes con brotcs muy
pequeios, ademds, si bicn la sintesis de la parcd continda, no sc observan los brotes alargados
caracteristicos de los fenotipos terminales de algunas mutantes cdc70; por lo tanto la sfntesis de la
parced sc encuentra deslocalizada. En auscencia de poliaminas ¢n algunos casos se obscrvan brotes en
lugares anormales. La ccpa cde 24 que ticne defectos en la locatizacién de la brotacidn tiene alterado el

72 . . L .
172 En cucariotes supcriores, las poliaminas estimulan la

sistema dc filamentos dc  actina
polimcrizacién dc actina in vitro y cstan involucrados cn la integridad de los filamentos de la misma
durante la milosis68, por lo tanto cstos policationes pucden scr nccesarios para la formacién del
citoesqueleto normal en levaduras v su auscencia provocaria alicraciones cn la scparacién del centriolo
y una sintesis deslocalizada de ta pared. La falta de integridad de los filamentos de actina y/o de los
microtibulos podria scr también la causa de las alicracioncs obscrvadas cn la mitosis.

Como ya sc describié anteriormente, luego de la citocinesis se forma el septo primario
constiturdo por quitina, y lucgo sobre csta cstructura sc depositan glucanos y mananos para formar el
septo sccundario. En ausencia de poliaminas no s¢ forma corrcctamente cl septo primario y se obscrva
una deposicion de estructuras muy heterogéneas a su alrededor (Figura 25). Las poliaminas también
participan cn la scptacion cn E.coli ya que s¢ ha descripto que mutantes auxétrofas para cstos
policationes son incapaccs dc gencrar esta cstructura, produciéndose formas alargadas dcnominadas

4

"snakes” 7, lo que sugicre quc las poliaminas podrian tener un papel en la septlacién bastante

conscrvado a través de la cvolucién.
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CONCLUSIONES

Hasta ¢l momcento sc habia demostrado la participacién dc las poliaminas en Ievaduras en

32'33‘”6. ¢l mantenimiento del pldsmido

distintos procesos fisioldgicos como ¢l crccimiento celular
“killer } 18, la c.\’porulaci(')n‘."2 y ¢l transportc de colina™>, Los cstudios presentados en este trabajo
demuestran nuevas funciones para estos policationes que nos permiten comprender su participacién en
la prolifcracion celular.

1.-Son importantes para la sintesis de macromoléeulas y ticnen un papel fisiolégico en el
cnsamblado y /o biogénesis del ribososma, La cstructura de cste componcente celular sc encuentra
bastantc conscrvada a través dc la cvolucion lo que nos permitiria suponer que las poliaminas
participan cn dicho proccso ¢n todos los organismos cucaridticos. Por otra parte estos policationes

3o quc implica quc csta funcién ha sido conscrvada a

participan ¢n ¢l mismo proceso en procariotes
través de toda la evolucion y las poliaminas scrian importanics para la biogéncsis y /o cnsamblado de
los ribosomas cn todos los seres vivos.

2.-La sinlesis de la pared cs importante para cl crecimicnto celular de levaduras. Hasta el
momcnto no s¢ habia descripto la participacion de las poliaminas cn la sintesis y/o estructura de la
parcd de ningin organismo, salvo como parte cstructural de la misma cn algunas especies de coccos !4,
Scria interesantc comprobar si las poliaminas cumplen el mismo papel en otros organismos tanto
procariéticos como cucariéticos ya que debido a quc la parcd cclular ¢s un sitio de accién preferencial
de antibidticos y antifingicos permitiria ¢l discio de nuevos compucstos quimicos con dicha accién.

3.-El contenido cendégeno de poliaminas, como ¢l de sus cnzimas biosintéticas, sufre
variaciones a lo largo del ciclo cclular, con un pico marcado cn fasc 0127. Hasta c¢i momento sc
interpreté que este incremento preparaba a las células para cntrar en fasec S. Los resultados
presentados cn cste trabajo demucstran que las poliaminas son necesarias para el cumplimiento de
eventos especificos en fase G, como fa sepracién, Ta regulacion del tamano celular, la localizacién y
aparicién del brote celular, cle.. La participacién de las poliaminas ¢n cventos espectficos de la fase G
del ciclo celular no habfa sido descripta v aporta una nucva perspectiva en la comprensién de la funcién
dc cstos policationcs cn cl control del €iclo celular.

Diversos metabolitos cclulares pueden tener mds de una funcién en los scres vivos, por
cjemplo ¢l K¥es importante para la sintesis de purinas, pirimidinas y protcinas y ademds participa en
¢l balance osmatico de la célula. Algo semejante ocurriria con las poliaminas que cumplen més de un
papel fisioldgico ¢n los seres vivos. Estos policationes tendrian dos tipos de funciones: una cstructural
como demucstran los estudios sobre ¢! cnsamblado y/o biogéncesis dc los ribosomas, 1a sintesis y/o

N 187. cte. y olra regulatoria como sc deduce de

;188 o1

su participacién cn ¢l control del ciclo celular, la iniciacion de la sintesis proteica en cucariotes™ -,
49
N7

cstructura de la parcd cclular, la conformacion del AD

¢t control cstricto de la sintesis de AR ctc.. Estas moléeulas, debido a la Nexibilidad de su

estructura quimica, pucden interaccionar con varios componentes celulares; por otra parte su sintesis
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sc cncuentra estrictamente regulada por la célula; lo que sugiere que eslos compuestos serfan
sumamentc importantes cn la coordinacién de dislintos procesos fisiolégicos durante la proliferacién

celular.
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