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RESUMEN

Las poliaminas son policationes orgánicos nitrogcnados de bajo peso molecular,

ampliamente distribuidos cn todos los seres vivos,que participan en numerosos procesos metabólicos y

fisiológicos. Si bien estos compuestos tienen una importante participación en la proliferación celular,

no se conoce su papel fisiológico exacto.

Una de las tres estrategias fundamentales para determinar las posibles funciones de las

poliaminas en los seres vivos es el estudio dc las alteraciones que se producen en celulas u organismos

que carecen o tienen disminuido cl contenido endógeno de poliaminas, siendo por diversas razones la

mejor estrategia. Se han desarrollado dos sistemas para disminuir cl contenido endógeno de estos

policationes: l.-la utilización de inhibidores dc la biosfntcsis de poliaminas y 2.- la obtención de

mutantes auxótrofas para estas bases orgánicas. El uso de las mutantes constituye una muy buena

herramienta de trabajo y ha permitido determinar algunos dc los papeles fisiológicos delas poliaminas
en los seres vivos.

La levadura Saceharomyces cerevisiae es un excelente modelo para el estudio de la

bioquímica y de la biología celular y molecular en eucariotes. En los últimos años se han aislado
21.32,33,116mutantes de este organismo auxótrofas para poliaminas , pero han sido poco estudiadas y

nos permitirían determinar los papeles fisisológicos de estos compuestos en la proliferación celular.
Estas mutantes crecen dcficicntentcnte32'33’l¡6 , no pueden csporularsz, no mantienen el plásmido

"killer"118y tienen alterado el transporte de colina”.

En el presente trabajo se utilizó la cepa de levaduras S.cerevisiae 179-5 auxótrofa para

poliaminas obtenida por Hosaka et al”. El estudio dc las alteraciones que se producen en ausencia de

estos policationcs permitió asignarles nuevas funciones en este organismo. Hemos encontrado que se

producen una serie de deficiencias cn ausencia de poliaminas. además de las descriptas

previamentc‘n'n'l16'l lS:

a.- La síntesis de macromoléculas, ADN. ARN, y proteínas está disminufda, recuperándose primero la

síntesis proteica por rcagrcgado de poliaminas.

b.-L0s ribosomas se encuentran disociados, siendo cl índice dc asociación dependiente del grado de

ayuno; muestran además una mayor sensibilidad al efecto disociante dc la presión hidrostática durante

la corrida. Además, responden menos al efecto asociante del catión Mg2+; el catión monovalente K+,

por el contrario, los disocia más facilmente. El agregado in vitro de poliaminas no altera el equilibrio

de subunidadcs ribosomales. También se observan alteraciones en los polisomas, hay una menor

proporción de monosomas involucrados cn la síntesis proteica y aparecen estructuras denominadas

"halfmcrs" que son acúmulos de la subunidad 405 sobre el ARNm. Todas estas evidencias demuestran

por primera vez un papel fisiológico dc las poliaminas cn el ensamblado y/o biogénesis del ribosoma

eucariótico, previamente hallado en proeariotcs.



c.- La pared celular se vuelve más resistente al ataque dc diversas enzimas líticas, dependiendo del

grado y tiempo de ayuno dc 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 más interna de glucano

Lil-3. La composición química de la pared se encuentra alterada, pues disminuye drásticamente la

cantidad de glucano 131-3,aumentan ligeramente las manoproteínas y se incrementa moderadamente el

glucano Bl-ó. La estructura de la pared celular, analizada por microscopía electrónica, no es

homogénea, es de mayor espesor y aparecen microcuerpos electrodcnsos dentro de la misma de

probable origen ciloplasmático. Por lo tanto. se pudo ver que las poliamínas participan en la síntesis

y/o estructura de la pared celular. siendo la primera vez que se describe este papel para estos

compuestos.

d.- Se observaron por microscopía dc contraste de fase y electrónica una serie de cambios morfológicos

en la célula que sugieren que las poliamínas participan y/o regulan algunos dc los eventos específicos

del ciclo celular. Los cultivos se arrestan en fase G l, como organismos no brotados, pero un porcentaje
(545% ) posee multibrotaciones, algunas de ellas en sitios anormales. Las células son más grandes, Io

que se confirmó por analisis de los tamaños de poblaciones celulares con un Coulter Analyzer.

Además, utilizando un colorante fluorescente específico para ADN que tiñe los núcleos celulares, se

observaron alteraciones en la mitosis. La scptación también se encuentra alterada como se observa por

microscopía electrónica.
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GENERALIDADES - DISTRIBUCION DE POLIAMINAS EN LA NATURALEZA

Las poliaminas son policatíones orgánicos nitrogcnados de bajo peso molecular,

ampliamente distribuidos en todos los seres vivos.

La estructura quimica de estos compuestos es relativamente simple, lo que les permite

establecer una gran variedad de interacciones con los diferentes componentes celulares. A pH

fisiológico estan cargados positivamente, por lo tanto pueden unirse cleetrostátícamente a ácidos

nuelcicos, proteinas, fosfolipidos. etc. También pueden establecer puentes de hidrógeno con diferentes

tipos de moléculas y su esqueleto carbonado interactúa hidrofóbicamentc con estructuras como las

membranas celulares. Teniendo cn cuenta esta flexibilidad en su estructura quimica podemos

comprender su participación en numerosos procesos celularesl’z.

Las poliaminas más ampliamente distribuidas en la naturaleza son la putrescina (1-4 diamino

butano), la cspcrmidina (amino propil 1-4 diaminobutano), y la espermina (bisamino propil 1-4

diaminobutano)l’2.

HZN(CH2)4NH2 putrescina

H2N(CH2)3HN(CH2)4NH2 espermidina

HZN(CH2)3HN(CH2)4NH(CH2)3NH2 espermina
En los organismos procarióticos, salvo en termófilas. la espermina no está presente3'4.

Generalmente estos policationcs se encuentran en su forma libre, pero también se los puede

hallar como derivados acctilados, conjugados con otros compuestos quimicos, formando parte de

moléculas complejas como alcaloides, y unidos a estructuras macromoleculares4'5.

Los principales derivados acetilados de estos compuestos son:

N'-acetilespcrmidina

NS-acctilespermidina

N-acetilputrescina

N’-N12-diacetilespermina

Entre los componentes conjugados mas importantes que forman estos policationes podemos
mencionar:

a) La glutationil-espermidina.- Este compuesto fue aislado de cultivos de Escherichia coli en

fase estacionaria ; se desconoce cual cs su función cn este organismoó.

b) Las poliaminas, o algún derivado de ellas, forman parte de las estructuras de varios

antibióticos. Los ejemplos más notables son:



l.- Los aminoglicósidos blcomicina A5 y A67.- Estos antibióticos han sido usados en

enfermedades ncoplásicas como linfoma dc Hodgkins, tumores de testículos, y carcinomas de

piel y cuello.

2.- Las edcínas A y B. Son oligopéptidos lineales conjugados a espermidina (Edeína A) o

guanidil espermidina (Edei'na B)5. Fueron aislados y caracterimdos en Bacillus brevis

Vm4. Numerosos estudios han demostrado que estos compuestos bloquean la sintesis de

proteínas a nivel dc iniciación tanto en procariotes como cucariotcs .

c) Varios sideróforos, como la agrobactina y parabactina, involucrados en el transporte de hierro

de diversos microorganismos. Son derivados catecólicos de la amida terciaria

treonilcspcrmidinag.

Se han encontrado estructuras macromolccularcs que poseen alguna poliamina unida

covalentemente. Los dos ejemplos más importantes son:

a) La hipusina, donde la putrescina está unida covalentemente a un residuo lisina de una

proteina de PM 18.000y punto isoeléctrico ácido. Esta proteína fue identificada como un factor

de iniciación dc la sintesis proteica cn eucariotes superiores”).

b) La a-putrcscinil-timina. Esta pirimidina modificada reemplaza la mitad dc los residuos de

timina en el ADN del bacteriofago OW-l4l l.

Existen también cn la naturaleza otras poliaminas cn menor proporción :

La cadavcrina (l-S diaminopentano) y la aminopropilcadaverina (aminopropil 1-5

aminopcntano) han sido identificadas en varios organismos como E. coli y Neurospora
CI'CM'SG12' .Gencralmente, sc encuentran en mayor concentración en mutantes auxótrofas para

poliaminas crecidas cn medio libre dc estos policationcs. El significado fisiológico dc estas poliaminas

menos frecuentes sc desconoce, ya que no pueden reemplazar totalmente a las poliaminas clásicas en

sus funciones“. Sc ha encontrado también que la cadaverina forma parte de la estructura de la pared

de algunos cocosanacrobios“.

La hidroxiputrcscinafue aislada de Pseudomonas spIs y Pseudomonas acidovoramlsg.

En el primer caso. esta poliamina cs más eficiente que la putrescina para estabilizar la estructura de los
ribosomas .
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En cl organismo Themqu thennophilus y otras tcrmófilas fueron descriptas una gran

variedad de poliaminas nuevas, tales como:
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Figura l. Camino biosímclico de poliaminas cn procarioles y plantas (de Tabor C.W. y Tabor H.;

Microbiochv. Qz81, 1985).
Los genes indicados corresponden a las siguicnlcs enzimas: Spc. ODC; Spc A. ADC; Spc D. SAM-DC; Spc B, Agmalina
urcohidrolasa: Mel K. S-adcnosilmclioninn sinlclasa.



NH2(CH2)NH(CH2)3NH2
Norespermidina

NH2(CH2)4NH(CH2)4NHZ
Sym-homocspermidina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH2
Termina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)4NH2

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH2
Caldopentamina

NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)4NH2
Homocaldopcnlamina

Algunas de ellas sc encuentran también en bacterias mesófilas y en algunos organismos

superiores. En termófilos extremos el contenido de poliaminas depende de la temperatura de

crecimiento, predominando las letra y pentaaminas a altas temperaturas. Se desconoce la función de

estas poliaminas raras en dichos organismos, aunque se piensa que podrían actuar estabilizando

macromoléculas como el ADN u organclas como los ribosomas, frente al aumento de la temperatura
de crecimiento”.

METABOLISMO DE POLIAMINAS

La concentración intracelular de poliaminas está regulada por la célula de acuerdo con su

estado dc crecimiento. Cualquier célula en proliferación activa suele tener niveles elevados de estos

policationes.

Hasta el momento no ha sido posible determinar cuál es la localización intracelular de estas

sustancias polibasicas, debido a que cuando una célula se rompe, estos compuestos fuertemente

cargados se unen a diversas estructuras celulares, sufriendo una redistribución durante la manipulación.

Estudios recientes empleando resonancia magnética nuclear in vivo demuestran que en E.col¡ la

putrcscína se encuentra asociada a maeromoléculas, probablemente ribosomas y/o fracciones que
contienen membranasls.

En los últimos años, una serie de estudios en el hongo N. crassa han demostrado que las

poliaminas sc encuentran compartimentalimdas. En este organismo, tanto la putrescína como la

ornitina - su precursor en la via de biosintesis - se encuentran secuestrados en vacuolaslg’zo. Hasta el

momento no se ha demostrado la comparlimentalización en ningún otro organismo.

Los caminos dc biosfntesís de las poliaminas han sido dilucidados en microorganismos,

plantas y mamíferos superiores.
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Figura 2. Camino hiosínlclico dc poliuminas cn mamíferos (dc chg, A; Cancer Res. 4_8_:759,1988).



En la Figura l se muestran los caminos biosintéticos para poliaminas en organismos

procarióticos y plantas. La putrescina puede ser sintetizada por dos vias, una utiliza el aminoácido

ornilina como precursor y la otra arginina. El dador de grupos aminopropilo cs el aminoácido

melionina, a través de S-adenosil-metionina. Las enzimas claves para la regulación de este camino

metabólico son: la ornilina decarboxilasa (ODC). la S-adenosil metionina decarboxilasa (SAM-DC) y

la arginina decarboxilasa (ADC).

En eucariotcs superiores solo existe una via de biosintesis de pulrcscina, la que utiliza el

aminoácido ornilina como precursor (Figura 2). A diferencia de los organismos procariotes. se ha

identificado un camino metabólico que puede reciclar y sintetizar putrescina a partir de espermidina o

espermina, por medio de la acelilación de estos dos policationes y su posterior oxidación. Las enzimas

claves para la regulación de este camino metabólico son la ornilina decarboxilasa, la S-adenosil

metionina decarboxilasa y las aceliltransferasas.

Muchos de los genes que codifican para estas enzimas han sido aislados y clonados de

diversos organismos2l'23.

Por otra parte, las poliaminas ingresan al interior dc la célula por un sistema de transporte

activo, que ha sido identificado en algunos organismos como Ecoli, S. cerevisiae y una gran variedad

de células de mamíferos. aunque no ha sido caracteriutdo completamente a nivel bioquímico4’24’25.

FUNCIONES DE LAS POLIAMINAS

A pesar del gran progreso realizado en el conocimiento del metabolismo de las poliaminas

en diversos organismos, muy poco es lo que se ha avanzado sobre dos preguntas fundamentales de este

campo:

l) ¿Cuáles el papel fisiológico de estos policationes en los seres vivos?

2) ¿Cuál es su mecanismo de acción?

Numerosos estudios realizados en diferentes laboratorios demuestran la participación de

estas bases orgánicas en procesos fundamentales como proliferación celular26'27. diferenciación

27, resistencia a "stress"28, etc.celular27 , modulación hormonal, desarrollo embriogeníco

La mayoria dc estos estudios han seguido tres tipos de estrategias experimentales:

a) La correlación de distintos parámetros de la fisiología celular con los niveles intracelulares de

poliaminas y la actividad de las enzimas biosintélicas correspondientes. Este tipo de estudio sólo nos

permite lograr una primera aproximación hacia los procesos fisiológicos o metabólicos afectados por

las poliaminas. pero no podemos obtener evidencias directas de su participación en ellos.

b) Estudios en sistemas libres de células (in vitro). Con este tipo de estudios se ha demostrado Ia

participación de las poliaminas en numerosos procesos. La interpretación de estos resultados debe ser

cautclosa, debido a que por ser compuestos altamente cargados pueden interactuar en forma

inespecifica con distintos componentes celulares y estas interacciones pueden no estar relacionadas con

sus funciones biológicas-especificas.



e) El estudio de las alteraciones que se producen en células u organismos que carecen de o

tienen disminuido su contenido endógeno en políaminas. En los últimos años se han aislado varias

mutantes auxótrofas para los distintos policationes (putrescina, espermidina, espermina) en diversos

organismos, que han sido utilizadas para numerosos estudios. Por otra parte, se han descubierto varios

inhibidores especificos para distintas enzimas del camino biosintético de las políaminas como el a

difluormetilornitina (DFMO), inhibidor irreversible de la ODC29; el MGBG, inhibidor de la SAM

30 y la ciclohexilamina‘ inhibidor de la cspermidina sintetasa3l. Utilizando estosdecarboxilasa

compuestos por separado o en forma conjunta se puede disminuir el contenido endógeno de políaminas

cn una célula y estudiar qué funciones celulares se alteran en estas condiciones.

Utilizando estas distintas estrategias se ha demostrado la participación de las políaminas en

diferentes procesos, como diferenciación celular y desarrollo cmbriogenico, pero debido a las

implicancias en distintos campos (tratamiento de enfermedades neoplásieas, desarrollo de agentes

antivirales y antichagásicos) ha sido prioridad conocer cual es su papel fisiológico en la proliferación

celular.

Poliaminas y proliferación celular

Distintos organismos, tanto procariotes como eucariotes. tienen niveles elevados de

políaminas y de sus enzimas biosintéticas cuando proliferan activamente. Este hecho sugirió que estos

compuestos podrian tener un papel fisiológico en la proliferación celular, lo que fue confirmado

utilizando mutantes auxótrofas para políaminas o inhibidores de la biosintcsis de las mismas. En
32,3algunas mutantes obtenidas en diversos organismos como S. cerevmae 3, N. crasat'al yAspergzllu:

34, cl requerimiento de políaminas es absoluto. En otros casos, como varias mutantes
35-37

nidulans

obtenidas en E. coli las políaminas sólo son necesarias para un crecimiento óptimo. Algunos

organismos incapacesde sintetizar estos compuestos naturalmente como Hemophylusparaínfluenzae
las necesitan como factor de crecimiento 38. Por último. numerosos estudios llevados a cabo en células

de cucariotcs superiores demuestran que el agregado de distintos inhibidores de la biosíntesis de

políaminas disminuye la velocidad de crecimiento de estas celttlzts26'27.

Durante la proliferación celular se llevan a cabo dos procesos: el crecimiento. en que se

duplica la masa celular, y la división, en que los componentes celulares y la información genética son

distribuidos entre la célula madre e hija, dando lugar a dos organismos idénticos. Hay evidencias

experimentales que asignan a las políaminas distintas funciones en ambos procesos.

a.Efecto de " ' sobre u celular

El evento clave durante el crecimiento celular es Ia duplicación del contenido de ADN (que

es un requisito absoluto para que la célula pueda dividirse). Ademas, Ia célula aumenta su contenido en

organclas y macromoleculas mediante la sintesis de ARN (tARN. rARN y mARN), y la síntesis de



proteinas. Se han encontrado evidencias de la participación de las poliaminas en estos procesos claves

para el crecimiento celular.

Poliaminas y ADN

27 presentando unLos niveles de poliaminas sufren variaciones a lo largo del ciclo celular

pico máximo en el final de la fase Gl previa a la fase S de replicación cromosoma]. Algo semejante
ocurre con la enzima ODC. primera enzima en el camino sintético de poliaminas. Varios hechos

experimentales sugieren que esta sintesis de poliaminas prepara a la célula para la sintesis de ADN:

l- Los factores que retardan 0 impiden la entrada en fase S también afectan Ia aparición del pico de

ODC27. 2- La cantidad de poliaminas acumuladas cn fasc Gl está directamente relacionada con la

fracción de células capaces de entrar en fase S39.

Varios estudios in vivo utilizando tanto mtttanles auxótrofas para poliaminas como

inhibidores de la biost'ntesis de las mismas han demostrado la participación de estas bases orgánicas en

la síntesis de ADN. Diversos tipos de células tratadas con estos inhibidores tienen una menor

incorporación de timidina-H3 y debido a que la velocidad de elongación se encuentra ligeramente

disminuida, se atribuyó esta disminución a una reducción en la iniciación de la sintesis de ADN40. Sin

embargo. Geiger y Morris, trabajando con mutantes de E. coli auxótrofas para poliaminas, encontraron

que la velocidad de clongación de la síntesis de ADN estaba muy disminuida en ausencia de estos

policationes, lo que sugiere una participación directa de los mismos en la replicación, probablemente
como cofaetores4 l.

Se han realizado numerosos estudios sobre la interacción de ADN y poliaminas en sistemas

libres de celulas. Estos policationes protegen las macromolóculas de la desnaturalización por calor42 y

de la ruptura por fuerzas mecánicaSZÓ.Se han utilizado diversas técnicas como dicroismo circular,

absorción en el ultravioleta, etc., para estudiar las interacciones con el ADN26. Sin embargo. la

interpretación de estos datos debe hacerse Concautela debido a que estos policationes podrian actuar

mediante interacciones iónicas no especificas, ya que sales de cationes trivalentes como CO3+(NH4)6,
que no tienen relación estructural con las poliaminas, producen efectos similares“. Sin embargo,

estudios teóricos recientes sugieren la existencia de sitios especificos de unión de la espermina al
ADN“.

Poliaminas y ARN

Mencionarcmos algunos ejemplos de la acción de poliaminas sobre la síntesis de ARN.

Si se estimula la sintesis de ARN con hormonas, se incrementan los niveles intracelulares de

poliaminas y ODC: en riñon la actividad de esta enzima incrementa ¡.000 veces Su valor basal luego de

suministrar andrógcnos a ratones castrados‘b.



Se obtuvieron resultados muy interesantes perfundiendo corazón de conejo con MGBG, ya

que junto con la disminución intracelular de poliaminas y ARN se reduce Ia acetilación de histonas

ricas en arginina. El agregado de espermidina junto con MGBG impide la inhibición de la síntesis de

ARN y la disminución en la acetilación dc histonas. lo que sugiere que estos policationcs pueden tener

algún papel en la regulación de la expresión genética46.

La sintesis total de ARN in vivo en cepas dc E. coli auxótrofas para poliaminas está

disminuida en ausencia de éstas. AI agregarse alguna de estas bases orgánicas se recupera primero la

síntesis de proteinas, y luego la de ARN“. Las subunidadcs fi y [3'de la ARN polimerasa están entre

las primeras proteinas cuya sintesis aumenta por agregado de poliaminas .

Las poliaminas también afectan el control estricto de la transcripción. Una mutante de E.coli

suplementada con estos policationcs, asi como la cepa parental, se comportan como estrictas, es decir,

la síntesis de ARN estable cesa cuando se detiene la síntesis de proteínas por falta de un aminoácido.

En cambio, las mutantes cultivadas en ausencia de poliaminas se comportan como relajadas, ya que la

sintesis de ARN continúa aún cuando la sintesis proteica se detiene49.

Los estudios realizados en sistemas libres de células sugieren que las poliaminas están

involucradas en todos los pasos de la síntesis y degradación del ARNSO. Por las razones citadas

anteriormente. se debe tcncr mucha cautela al interpretar estos resultados. Ha suscitado particular

interés la unión de estos policationcs con tARNSI, ya que sc consideró modelo de estudio de la

interacción de estas bases orgánicas con este acido nuclcico. Varios trabajos han demostrado sitios de

unión específicos para poliaminas. los mas recientes sugieren la existencia dc dos sitios a baja fuerza

iónica y solo uno a alla fuerza iónicasz.

v síntesis dc proteinas

La participación de las poliaminas en la sintesis proteica ha sido demostrada por numerosos
estudios tanto in vivo como ¡n vitro.

Cuando sc someten cepas mutantes dc E. coli auxótrofas para estos policationcs a

condiciones de ayuno para los mismos. la sintesis de macromoléculas (ADN. ARN y proteinas) se

encuentra disminuida. Al agregarse poliaminas al medio de cultivo primero se recupera la síntesis de

proteínas y luego la sintesis de ARN y ADN“. Algranati y colaboradores demostraron que este

defecto en la sintesis dc proteínas se origina en la biosíntesis y/o ensamblado del ribosoma

procarióticoü. En condiciones de ayuno para poliaminas, estas mutantes presentan un perfil ribosoma]

alterado, con mayor disociación de sus subunidadess“. Estos ribosomas son más resistentes a

antibióticos del grupo de los aminoglicósidos como la cstreptomicinass. Dichas organelas, aislados de

las mismas mutantes cultivadas sin poliaminas tienen una menor actividad de síntesis de proteinas en

sistemas libres dc células“. son menos efectivos para iniciar la traducción56 y tienen menor afinidad

por cstreptomicina57. Utilizando mezclas heterólogas de subunidadcs con ríbosomas normales y

anormales y evaluando su actividad en sistemas libres de células. los mismos autores demostraron que



el defecto se encontraba en Ia subunidad 305 del ribosoma procarióticoss. Posteriormente, lgarashi y

colaboradores demostraron que el ARN l68 que compone la subunidad menor del ribosoma estaba

submetilado, y que la proteína Sl está en menor cantidad en esta subunidadsg.
Existen algunas mutantes de E. coli auxótrofas para poliaminas, que en ausencia de las

mismas, crecen con una velocidad 30% menor que la cepa parental. Tabor y colaboradores

demostraron que si a estas bacterias se les introduce una mutación rpsL (que afecta la proteina

ribosomal Slz), el requerimiento dc poliaminas para crecer se vuelve absoluto. Una posible explicación
de este fenómeno sen‘a que la estabilidad y/o conformación de los ribosomas que contienen una

proteína 812 alterada, estaria muy influenciada por la presencia o ausencia de poliaminasóo.
Estudios realizados en sistemas libres de células indicaron que las poliaminas son capaces de

reemplazar parcialmente. pero no totalmente. el requerimiento dc Mg2+ para la sintesis proteicaól.

Las poliaminas, en determinadas concentraciones, tienen un efecto estimulante sobre casi todos los

pasos de la sintesis proteica. Así sc unen al tARN promoviendo cambios conformacionales que lo

62, inducen la asociación de las subunidadcs

ribosomalesss'ó'ï'65 y Ia unión del ARN mensajero (poIiU) y del aminoaeil tRNA a los ribosomas“.

hacen más activo en su capacidad aceptora de aminoácidos

Muchos de estos procmsospueden inhibirse por un exceso en la concentración de poliaminas.

Las poliaminas también afectan la fidelidad de la traducción en sistemas libres de células, la

aumentan cuando se agregan cn concentraciones fisiológicas y niveles subóptimos de Mg2+66. A altas

concentraciones de Mg2+. estos policationcs no tienen efecto o disminuyen la fidelidadós. Por otra

parte el agregado de espermidína corrige parcialmente el aumento cn los errores de la traducción

provocada por estreptomicina en sistemas libres de celulasss.

Estudiando in vivo la influencia de estos policationes sobre la fidelidad de la traducción con

mutantes auxótrofas para poliaminas se concluyó que las mismas disminuyen los errores que suceden in

vivo a alta frecuencia. mientras no parecen tener efecto sobre los errores que ocurren a menor
frecuencia“.

Efectos de poliaminas sobre la división celular

Mediante la división celular el contenido nuclear y citoplasmático de la célula madre es

repartido en partes iguales dando lugar a la formación de dos celulas idénticas; se han encontrado

pruebas de la participación de las poliaminas en este proceso. Algunas células ayunadas en poliaminas

por tratamiento con inhibidores de la biost'ntesis dc las mismas. tienen un alto indice de células

binucleadasós. El agregado de espermidína reduce este indice a niveles comparables con el control; por

lo tanto las poliaminas están involucradas de alguna manera con la separación nuclear. El aparato

mitótico responsable de dicha separación y de la citoquinesis está compuesto por filamentos de aetina.

Varias celulas analizadas en fase mitótica y tratadas con inhibidores de la biosíntesis de poliaminas

pierden la integridad de dichos filamentos; cl agregado de espermidína produce la reaparición de los

mismos. La integridad dc los filamentos cs esencial para que la célula pueda realizar una citoquinesis

10
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Figura 3. Ciclo cclular ch.cerevisiae.
SI’BSF: formación da.-In placa sulélilc. Sl’lil): duplicucno'ndel ccnln’olo. CRF: formación del aro de quilina, MRF: fomlación

del anillo dc micml'ilnmcnlos. lil-Z:aparición dcl brote. ¡DSziniciación dc la sínlcsis dc ADN cromosomal. DS: sínlcsis dc ADN

cromosomnlSPBS: separación del huso. NM: migración nuclear. mNM: csladío mcdio de la migración nuclear. SE: elongación

dcl huso, IND u'Iumu etapa dc la división nuclcar. CK: ciloquinésis. CS: separación celular (de Harlwcll. L.H.

liaclcrinl.l{cv.2:lo4, 1974).



normal68. El agregado de poliaminas en concentraciones fisiológicas promueve la polimerización de

los filamentos de actina en sistemas libres de células69 y estimula el cambio de conformación de esta

proteina de su forma globular a filamentosaóg.

LA LEVADURA S. cerevisiae COMO MODELO DE ESTUDIO

La levadura 5. cerevisiae es un organismo unicelular que puede crecer rápidamente en

medios sintéticos. Se reproduce por brotacíón y el brote aumenta de tamaño a lo largo del ciclo celular

de manera tal que los distintos eventos del mismo son fácilmente caracteri'lables morfológicamente70.

Ademas este organismo es fácilmente manipulable genetica y bioquímieamcnte, y los elementos

básicos de su estructura celular, sintesis de macromóleculas. replicación y segregación del cromosoma

son bastante homólogos a los observados en células superiores de animales y plantas. Todos estos

elementos hacen que la levadura S. cerevisiac sea un modelo interesante para el estudio y función de

las poliaminas en eucariotes.

Ciclo celular

El ciclo celular es el proceso de reproducción 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 en cuatro fases: la fase G1 que precede a la iniciación de la replicación; la fase

S durante la cual se replica el ADN cromosomal; la fase GZ previa a la mitosis; y por último la fase M

donde tienen lugar la mitosis y la división nuclear.

En cada una de estas fases hay eventos especificos que se manifiestan una o dos veces por

ciclo (Figura 3), denominados procesos discontinuos l; comienzan en la fase Gl luego de atravesar el

punto de control "start". En la fase Gl tardía. el centriolo (SPB) que es un sistema localizado en la

envoltura nuclear que organiza todo el sistema de microttihulos. desarrolla una pequeña estructura

satélite, e inmediatamente despues se duplica; al mismo tiempo aparece el brote celular y comienm la

replicación del genoma que dura aproximadamente el 25% del ciclo celular. Este último evento marca

el comienzo de la fase S. Cerca del .final de esta fase, los centriolos se separan formando el huso

mitótico, lo que marca el final dela segunda etapa dcl ciclo. El final dela fase GZ está marcado por la

migración del núcleo hacia cl cuello de la brotación. Durante la fase M o mitótica. el huso se elonga y

se produce la división nuclear; al igual que cn otros hongos, la membrana nuclear no desaparece

durante este proceso. La falta dc condensación y el pequeño tamaño de los cromosomas no permiten

determinar con precisión el momento en que se produce la segregación mitótica. Por definición, la fase

Gl comienza una vez terminada la división nuclear, por lo tanto la citoquinesis y la separación celular

ocurren en la fase Gl temprana.

ll



Son necesarios por lo menos 50 genes para que tenga lugar un ciclo celular normal“. Debido

a que una mutación en cualquiera de estos genes es letal para el organismo, se aislaron mutantes

termosensiblcs que se denominaron mutantes deficientes en el ciclo celular (CDC). En teoría, el

producto dc esos genes es necesario en sólo uno de los eventos discontinuos del ciclo celular; por lo

tanto, una mutación condicional va a ser reconocida porque a la temperatura no permisiva, todas las

células de un cultivo asinerónieo se detendrán en aquella etapa donde se requiera el producto de dicho

gen. El fenotipo que presentan las células a lu temperatura no pcrmísiva se llama terminal70. Podemos

encontrar algunos ejemplos de estas mutantes y dc sus fenotipos terminales en la Tabla l.

Gen Fenotipo Etapa afectada

terminal a la temp. no

pcrmísiva

CDC 3 M MRF

cóc 4 D ¡DS

CDC 7 H iDS

CDC 9 H DS

CDC lO M MRF

CDC 13 H mND

CDC 14 J lND

CDC 24 C CRF

CDC 25 A SPBSF

CDC 31 E SPBE

CDC 35 A SPBSF

Tabla n° l. Algunos genes CDC, especificando su fenotipo terminal y el evento discontinuo
afectado a la temperatura no pcrmísiva.

Fenotipos terminales: A.- celulas no brotadas. uninucleadas. arrestadas en fase Gl que no continuan el crecimiento a la
temperatura no pernusiva. C.- celulas no brotadas que no pueden formar el nro de quitina pero continuan el crecimiento. la

síntesis de ADN y la división nuclear. D.- celulas multihrotatlns. mononucleadas. en fase GI. su centrt'olo se encuentra
duplicado pero no separado. continuan su erecumiento a la temperatura no pcrmísiva. E.- células con una sola brolación.

mononucleadas. arrestndns en I'nse0,. su centrt'olo tiene nprnximadnmenle el dohle del tamaño normal pero no se encuentra

duplicado. ll.- celulas con una sola hrSlacitin.mon0nucleadns. arresladns en fase Gl o 02. con centn'olos cortos y completos. su
nu'cleo se encuentra situado en el cuello de brolacio'n. J.- celulas con una sola brotación. uninucleadas, arrestadas en fase GZ.
con husos milo’ticos completos y extendidos entre celula madre e hija que continuan el crecimiento a la temperatura no

permisivn. M.- células multibrotadns y multinucleadas. SPBSF: formación del cuerpo satélite del huso mito'tico. SPBD:

duplicación del ccntn’olo. MRl-‘zformación del anillo de microfilnmcnlos. CRF: formación del anillo de quitina. iDS: iniciacio’n
de la sintesis de ADN cromosomal, DS: sintesis de ADN cromosomal. mND: estadio medio de la división nuclear. lND:

estadío tardío de la división nuclear.(de l’ringle J.R. y.l-larlwell l-.H.; l982. 'lTie S.cerevisiae cell cycle. ln J.N.Strathern, Jones

l3.Wy Broach J.ll.; ed. 'l‘hc Molecular Biology of the Yeast S.cerevisiac. Vol 2).

Conjuntamentc con los eventos discontinuos del ciclo celular hay un proceso continuo

12



O<——

ó
Start——»o—»¿o

T J

Figura 4. División asimétrica cn S.cerevisiae.
La céluln madre y su hija licncn dislinlo lamaño en el momento de la división. La nueva célula debe crecer más y tarda más

tiempo cn alcanur cl punlo slarl (dc l’ringlc J.R. y l‘larlwcll L.l-l.: l982. The S.cercvisiae ccll cycle. ln J.N.Slralhcrn. Jones E.W

y Broach J.R.; cd. 'l'hc Molecular Biology of lhc chm S.ccrcvn.siac.Vol 2).



72,73caracterizado por el mantenimiento del medio interno el metabolismo intermedio71 y cl

crecimiento celular“; este proceso tiene lugar aún en células que no hayan entrado al ciclo celular o

estén detenidas en alguna de las etapas del mismo. Los procesos principales del crecimiento celular son

la síntesis de la pared celular, de ARN y proteínas y la replicación del ADN milocondrial.

La célula coordina los eventos discontinuos y continuos del ciclo celular de forma tal que se

divida una sola ve7.por duplicación de la masa celular. Una gran cantidad de experimentos sugieren la

existencia de un solo punto de control donde las feromonas sexuales, el crecimiento, la disponibilidad

de nutrientes y los eventos del cielo celular previo ejercen su acción70. Este punto ha sido denominado

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

cl al74 75,76propusieron un modelo, confirmado por varios autores , que explica la coordinación entre

crecimiento y cielo celular (Figura 4). Tiene dos proposiciones fundamentales: l) Normalmente, la

etapa limitante de la proliferación celular es el crecimiento y no el progreso através dc lOsdistintos

eventos discontinuos. 2) La levadura debe llegar a un tamaño crítico para que se active uno y solo uno

de los eventos discontinuos, el pasaje por el punto start.

Pared celular

Con excepción dc la región del septo, la pared celular de S. cerevisiae presenta una

morfología bastante uniformc,.

Su composición química cs bastante simple y consta de tres clases de polisacáridos:

l) Las manoproteínas que son polímeros de 100-200residuos de manosa unidos c0valentemente

por N-diacetílquitobiosa a residuos asparagina de las proteínas. También se pueden observar

polímeros más cortos de manosa unidos a seríua y treonina. Estos compuestos constituyen el 45% de la

pared, habiendo por lo menos dos tipos de manoproteínas: los componentes estructurales dela pared77

y las exocnzimas como la invertasa y la fosfatasa ácida. Su biosíntesis se realiza por un camino similar

al de las glicoproleínas celulares de mamíferos.

2) Los glueanos. que son polímeros de glucosa con uniones Lil-3 ó 131-6;constituyen el 45 % de

la pared. Se han podido aislar dos tipos de glucanos en base a su solubilidad en áleali o en medio ácido.

A partir de celulas enteras se obtiene por calentamiento en medio ácido un glucano altamente

ramificado donde predominan las uniones 51-678'79. Del residuo de la extracción ácida es posible

aislar por tratamiento alealino un glucano donde predominan en cambio las uniones [Sl-380, que

también se puede preparar por tratamiento a pH alto a partir de paredes aísladasgl. La biosíntesis del

glucano Bl-3 es catalizada por la glucano sintetasa a partir de UDP-Gle; la enzima es activada por

nucleótidos, siendo GTP el más cfectivosz.

3) La guitina, que es un polímero lineal de N-acetil 'glucosamina con uniones B(l-4), constituye

el l-2% dela pared. Este polímero polimórfico puede presentar tres tipos de estructuras cristalinas ¿2,5

y o . En la pared de levaduras sólo existe la forma 0:83,que tiene un alineamiento antiparalelo de las

cadenas de N-acetil glucosamina. En esta estructura, los puentes de hidrógeno son máximos y en
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Figura 5. Esquema del crecimiento de la pared celular a lo largo del ciclo celular.
La pared celular nueva se representa rayada; la vieja en blanco y la quilína en negr0.SP primordio sepia]; PS seplo primario; SS

septo secundario y BSCcicatriz celular. A: aparición del brolc celular y formación del aro de quilina; B.-crccimíemo de la

pared cn lc brole a lo largo del ciclo celular; C y [l-t‘ormacio'n dcl scplo primario: 13.-formación del sepxo secundario; F.

scpamcio'n celular (de Cnbib E. y Roberts R.. AnchvBiochcm j_l:763. 1982)



consecuencia este compuesto es altamente resistente a la extracción quimica“. El 90% de este

polímero se encuentra formando el septoss. Se han identificado dos enzimas responsables de la

biosintesis de quitina. la quitina sintetasa l y la “86’87’177. La quitina sintetasa l ha sido estudiada

extensamente, utiliza UDP-NAeGIc como sustrato. sc activa por degradación proteolitica de su

zimógeno, y se cree que es la responsable de la reparación de la pared celular175
88

. y se ha clonado

recientemente el gen que la codifica “Además se ha podido identificar otra enzima, la quitina

sintetasa ll. la cual no es activada por protcólisis y es la verdadera responsable dela síntesis de quitina

en cl septo durante el ciclo celular89.

Se ha podido dilucidar la estructura "de la pared celular mediante observación por

microscopia electrónica. acción de enzimas liticas, extracción diferencial dc glucanos. unión específica

de Iectinas o anticuerpos. En la Figura 5 A se muestra un esquema de la pared. La capa más externa

está compuesta por manoproteinas, seguida dc una capa intermedia formada por glucano Bl-ó, y por

último la capa mas interna de glucano [Sl-3. En la figura 6 se puede observar su ultraestructura por

microscopia electrónica, pudiéndose distinguir en este caso la capa externa más electrodensa de
mananos.

Como ya se ha descripto anteriormente, la aparición del brote marca el final de la fase Gl del

ciclo celular. Esta formación es una protuberancia que tiene aproximadamente l um de ancho en la

base; su pared es continua con Ia de la madrc(Figura S-A). Mediante técnicas autorradiograficas se ha

demostrado que crece continuamente a lo largo del ciclo celular (Figura S-B)90. La síntesis dela pared

se encuentra localizada en el brote como puede verse por autorradiogral'ia usando precursores

marcados y por tinción con colorantes fluorescentes especificos para los componentes de la paredgl'94.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar. la incorporación del nuevo material a la pared

celular. La idea más aceptada cs que el nuevo material se inserta en sitios de crecimiento donde la

pared celular ha sido lisada por acción de varias glucanasas específica594'95. Estos sitios de crecimiento

sc encuentran ubicados en cI brote cuya localización estaria regulada por los genes CDC que controlan

el ciclo celular . Varias ccpas que poseen mutaciones termosensiblcs en alguno de estos genes y que

afectan distintas etapas dcl ciclo. como duplicación del centri'olo. sintesis de ADN, iniciación de la

brotacióno división nuclear. continúan creciendo a la temperatura no permisiva en forma desordenada,

aumentando el tamaño tanto de la célula madre como de la hija74. Por lo tanto, la interrupción del

ciclo celular altera el mecanismo de localización dela sintesis de pared.

Cuando aparece cl brote se forma un aro en la unión con la célula madre, que observado por
96. Utiliïando colorantesmicroscopía electrónica presenta una menor densidad electrónica (Figuras-A)

especificos para quitina c inhibidores de la biosintesis de la misma se ha demostrado que este aro está

formado por dicho polisacárid097. Al final del ciclo celular, luego de la división nuclear. tienen lugar la

citoquinesis y la separación celular. la membrana plasmática se invagina donde sejuntan ambas células,

y el aro de quitina crece en forma centripeta formando el septo primario (Figura S-C-D y 6-A); el

septo secundario se l'orma posteriormente. por deposición de glucano y manano sobre el septo primario

(Figura S-E y ó-B). Cuando las células se separan, el septo primario constituido por quitina es retenido
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Figura 6. Microscopía electrónica dc la pared celular. r
A.-formacio'n del seplo primario y B-formacio’n del seplo secundario (de Harlwell. LH. Bac!eriol.Rev.E:ló4, 1974).



por la célula madre formando la cicatriz de brotación (Figura S-F)85. Para que aparezca el septo se

requiere que se completen otros eventos del ciclo celular como la sintesis de ADN, la división nuclear y

la formación del brote. Todas las mutantes termosensibles del ciclo celular que a temperatura no

permisiva se bloquean en alguna de estas etapas son incapaces de formar el sept098. Tampoco lo

forman aquellas mutantes que no puedan realizar citoquinesisgg. Esto es lógico, debido a que la

citoquinesis y la deposición del septo primario son coincidentes. La formación del septo secundario

requiere la síntesis previa del primario; cuando esta última es inhibida. el material que formaría el

septo secundario se deposita anormalmenteloo. Estos eventos. a saber citoquinesis, formación del

septo y separación celular. parecen comenzar muy temprano en el ciclo celular junto con la aparición
del brote99.

Durante cada ciclo celular se forma un solo brote por celula en S.cerevisiae y su momento de

aparición está estrictamente regulado, correlacionándosc estrictamente con la duplicación y aparición

del centri'olo. Algunas mutantes termosensibles, incapaces de duplicar el centriolo a la temperatura no

permisiva. no presentan brotación; asimismo no se han detectado celulas brotadas que no tengan esta

estructura duplicadalol. En cambio otras mutantes que no pueden separar los centriolos duplicados,

forman más de un brote por célula. Por lo tanto, la separación del centriolo ejerce un control negativo
sobre la iniciación de la brotaciónloz.

La levadura brota en lugares especificos, en el área de mayor curvatura de los polos de la

célula. El sitio de brotación se encuentra ubicado en lugares diferentes en células haploides o diploides,

en el primer caso está alrededor de la cicatriz de nacimiento y en el segundo en el polo distal 103.Se han

descripto dos casos donde se encuentra alterado el mecanismo de localización de la brotación:

l- Levaduras que crecen a muy baja velocidad en un quimiostato con glucosa limitantelm; y 2

la mutante del ciclo celular cch4. en que la brotación se produce en sitios anormaleslos.

R "L v síntesis de nrmm‘nac

El ribosoma de levadura como el de otros eucariotes cs una ribonucleoprotet’na que tiene un

coeficiente de sedimentación de SOSy esta formada por dos subunídadcs de 405 y 605 que se encuentran

en equilibrio con el monómero; este estado dinamico es muy importante en la sintesis proteica. En

sistemas libres de células, el equilibrio es afectado por varias condiciones como pH, concentraciones de

cationes divalentcs y monovalentes, solventes organicos, urea, etemó.

El ribosoma cs una partícula compleja compuesta por cuatro tipos de ácidos ribonucleieos y

aproximadamente 70 (i 10)proteinas. dependiendo de los métodos de extracción y análisislm.

La subunidad 408 está formada por un rRNA de ISS y 30(-_l-_5) proteinas, y la subunidad 608

por tres rRNA de 255, 5,88 y SS,además de 40(_t 5) proteinaslm.
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Ornitina decarboxilasa
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Figura 8. Bíosínlcsis dc poliaminas cn S.cerev¡:¡ae (de Tabor C.W. y Tabor H.; Microbiol.Rcv.4_9:81,

1985).



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

/2os ——————_>188 ———> 4os///
355_-._-__>325 27s———>zss 1

\
\\\ l

l

7s ...... u.» 5.88 ;—«———>605

i

> ss _l

Figura 7. Esquema de la biosi'ntesis de los rib()somas en S. cerevisíae (de Warner J.R. The Yeast

Ribosome: Structure, Function and Biosynthcsis; ln J.N.Strathern, Jones E.W y Broach J.R.; ed. The

Molecular Biology ol the Yeast S.cerévisiac, Vol 2).

A medida que se procesa el rRNA se produce el ensamblado y maduración de la partícula

ribosomal. Al rRNA se le unen varias proteinas. la mayoría de ellas ribosomales, en forma escalonada

y ordenada. formando diferentes ribonuclcoprotcinas intermedias denominadas pre-RNPIOS. Este

proceso se produce casi cn su totalidad cn el nucleolo y los últimos pasos en la maduración dc las

subunidades ríbosomalcs son citoplasmziticoslog. í

El mecanismo de sintesis de proteinas es similar al descripto en otros eucariotes. Tiene tres

etapas: iniciación, elongación y terminación. Los mensajeros son monocistrónicos y poseen cap.

“ ‘ L " vfunción de enS. cerevisiae

En S.cerevi.t'iae sc encuentran presentes las poliaminas putrcscina, espermidina y espermina

en concentraciones de 0.45, 2.0 y 0.3 pmol por g. húmedo de células, respectivamentello. Hasta el

presente no se han identificado ninguna de sus formas derivadas, por ejemplo aeetilados, ni ninguna

otra poliamina especial.

La biosi'ntesis de estos policalioncs es similar a la descripta cn otros eucariotes (Figura 8).

No parecen existir caminos alternativos (por acctilación) para la formación de putrcscina como los

observados en mamíferos superiores. Varias de las enzimas de este camino biosintético han sido

purificadas a homogeneidad y algunos de los genes que las codifican han sido aislados y clonados. Se

describen a continuación las principales enzimas:

21.-Laornitina dccarboxilasa (ODC) de 5. cerevisiae purificada a homogeneidad tiene un PM

110.000;cs una proteina oligomérica compuesta por dos subunidades de 53 Kd. y tiene piridoxal fosfato

como col'actor. La putrcscina la inhibe competitivamente ; la a-difluormctilornitina (DFMO) es un
l ll

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

aislado'l’l”. Hasta el momento, la regulación de esta cnmma no ha SldOaclarada. Su actiwdad es
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mayor en cultivos en rápida proliferación yvaria en las distintas fases dela curva de crecimientouz. La

vida media de la ODC de S. cerevisiae es de 6 hs, valor muy superior al observado en otros eucariotes

(lO-20 min). El agregado de espermidina y espermina inactiva la enzima disminuyendo su vida media a

2 hs. Esta pérdida de actividad no está asociada a degradación proteica y depende de la sintesis de
111 no aclarada hasta elproteínas, lo que sugiere una modificación post-traduccional de la enzima

momento. No hay ninguna prueba dela presencia de antizima cn levadura.

b.-La S-adenosil metionina decarboxilasa ha sido purificada a homogeneidad, está compuesta

por dos subunidadcs dc PM 41.000 y tiene unida e0valcntemcnte una molécula de piruvato que es

esencial para su actividad. La enzima es activada por putrescina, pero no por Mg2+; es inhibida por

mctiI-glioxal-bis(guanilhidrazona)y por su producto la S-adcnosilmctionina decarboxiladal“.

e.-Existen en levadura dos aminopropiltransfcrasas. la putrescina-aminopropil transferasa y la

espermidina aminopropil transferasa, codificadas por dos genes indcpendicntcsns; estas enzimas no

han sido purificadas hasta cl momento.

En los últimos años se han aislado mutantes de levaduras auxótrofas para poliaminas en

varios laboratorios , algunas dc las cuales tienen alterado el gett que codifica la ODC21’32’33'116. En

ausencia dc poliaminas, algunas de estas cepas no pueden crecer, y otras lo hacen a muy baja velocidad

con T1/2 de 10-60 hs (TI/2 normal: 3 hs). Por otra parte, no pueden csporular32 ni mantener el

plásmido "killer"118. Nosotros hemos trabajado con una cepa mutante aislada por Hosaka et al, no

caracterizada genéticamente, que no tiene actividad de ornitina decarboxilasa y. que tiene disminuido el

transporte de colina. en consecuencia incorpora menos colina a fosfatidil colina y la síntesis de la

membrana celular sc encuentra alterada; además no crece en ausencia de poliaminas”.
Se han aislado varias mutantes deficientes en la enzima S-adenosil metionina

decarboxilasa“7 que por ayuno de poliaminas no contienen espermidina ni cspcrmina. si bien

acumulan putrcscina y tienen niveles muy altos de ODCl ¡7. En estas condiciones, hay una marcada

disminución de la velocidad de crecimiento, incapacidad para esporular y pérdida del plásmido
"killer.ll7,118_

Se han aislado mutantes deficientes en las dos aminopropil transferasas, aunque no han sido
caracterizadas hasta el momentol 15.



MATERIALES Y METODOS

Descripción de cenas

Se utilizaron para la realización de este trabajo las cepas S. cerevisiae X-2l80 1B (MATa) (

proveniente del Ycast Genetic Center, University ofCalifornia) y S.cerevisíae 179-5 . Esta última fue

obtenida por mutagéncsis quimica a partir de X-ZlSO-IB por Hosaka y colaboradores”, quienes

tenian interés en conocer el papel bioquímico dc agentes promotores dc la proliferación celular, tales

como las poliaminas, cn la sintesis de la membrana celular, especificamente Ia biosintesis de

fosfolt’pidos. Esta mutante no ha sido caracteriïada gcnélicamente, posee muy baja actividad de

ornitina decarboxilasa y niveles muy disminuidos de poliaminas. En ausencia de estas bases orgánicas,

el transporte de colina se encuentra disminuido. Por rcagregado de estos policationes al medio de

cultivo se recuperan niveles normales, dependiendo de la sintesis de proteinas.

Medios de cultivo

YPAD: Medio rico que contiene cantidad suficiente de poliaminas para permitir un crecimiento

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

Contiene (%):
Extracto de levadura Difco l

Pcptona Difco 2

Glucosa 2

Adenina 0,05 mynfl

Agar (solo para medio sólido) 2

Se esteriliïa por autocluvado 1209€ 20min.

Medio de Wickerman modificado:

Es un medio minimo completo, libre dc poliaminas. y se utiliza para ayunar de estos

policationes a Scerevixiae 179-5.Su composición quimica cs la siguiente:
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KH2P04 0,785mynfl

KZHPO4 0,125 mg/ml

NaCl 0,1 mg/ml

MgSO4.7H20 0,5 mgjml

CaC12.2H20 0,1 mg/ml

H3BO3 0,01 ppm

CuSO4.SH20 0.01 ppm
Kl 0,10 ppm

FeCl3.6H20 0,05 ppm

ZnSO4.7H20 0,07 ppm
Biotina 2 ng/ml

Puntotcnato dc calcio 400 nyml

lnositol 2 ng/ml

Piridoxina 400 ngjml

Tiamína 400 ng/ml
Glucosa 2 %

SO4(NH4)2 0,1 %

Agar (para medio sólido) 2 %

Para evitar precipitaciones durante la esteriliïación. se autoclavan por separado 20 minutos a

1209€ las mezclas KH2P04-K2HPO4-NaCl; MgSO4.7H20-CaCI2.2H20; y oligoelcmcntos. Las

vitaminas sc filtran por milliporc 0.24#m33'119.

Medio paraAnlzrobacter Iuteus

Para cultivar lu cepa A [meus ATCC 2]606(0hlenida de ATCC) que se utiliza para obtener
. . . . . 7

la enztma Zymollusu, se emplea el Siguiente medto(%) l "0:

chadura prensada 2
Extracto dc levadura Difco 0.2

NH¿N03 0,2

' KZHPO4 0,1

MgSO4.7H20 0,1

Fc(SO4)3.10HZO 0,01

Se lleva a pH lO con NaOH 10 N y sc cstcrilíza por autoclavado ¡20°C 20min.. La levadura

prensada fue donada generosamente por la empresa C.A.L.S.A.

19



Ayuno de poliaminas

Para reducir el contenido endógeno de poliaminas en las mutantes auxótrofas para estos

policationes, sc las cultiva repetidamente en un medio mínimo libre de estas bases orgánicas.

En cl caso dc 5. cerevisiae 179-5.se partió de células cultivadas en medio YPAD líquido a

28°C, en fase exponencial media (A550 1.0). Estas células se lavaron tres veces por ccntrifugación con

HZO bidestilada estéril, y sc sembraron distintas diluciones en el medio de Wickerman modificado, sin
agregado de poliaminas. Se cultivaron a 289€ a 250 rpm de agitación y se seleccionaron los cultivos que

aumentan la velocidad de crecimiento por agregado de poliaminas(contro|ado en alícuotas del mismo).

En esta forma se pueden obtener células que crecen con tiempos de generación creciente en ausencia

de poliaminas, por agotamiento del pool endógeno.

Las curvas de crecimiento de las cepas X-ZlSO l-B y 179-5 con o sin suplementar con

poliaminas, se realiïaron midiendo la absorbancia a 550 nm dc los cultivos.

DLILI . .1 del I. cn l.

Las poliaminas se extrajeron a partir de un extracto perclórico de las células con solventes

orgánicos en medio básicon], haciendo luego una dansilación de los grupos amino en medio alcalino,

122 y analizándolos por TLC como se describe aextrayendo sus derivados en fase toluénica

continuación.

Las células sc recogieron por ccntrifugación en Ia mitad de la fase logaritmica (usando 100

ml de cultivo, A550 Oil-0.7). Después de lavar con HZO destilada, se sometieron a dos extracciones a

49€ con ácido perclórico 0.2 M (usando 0.3 ml en cada extracción). Se ccntrifugó durante 10 min a 5000

rpm, y del sobrcnndante rCSttItanlesc extrajeron las aminas con 4 vol. de n-butanol en medio alcalino(

NaOH 3N) 30min. a temperatura ambiente. El extracto butanólico resultante se evaporó a sequedad

con N2 y luego dc resuspendcr en H20 se dansiló según el método de Dion y Herbst, usando 100 ¡.Llde

solución saturada de CO3Na2, 100¡.¿Ide muestra y 200 ¡,¿lde cloruro de dansilo (20 mg/ml cn acetona).

Después dc reaccionar durante toda. la noche en la oscuridad a temperatura ambiente en tubos

hcrméticamentc tapados. se detuvo la reacción con 5014.!de prolina 100 mg/ml para eliminar el cloruro

de dansilo libre remanente. A continuación. se realizó una extracción con dos volúmenes de tolueno; en

estas condiciones sólo pasan a la fase organica las aminas dansiladas. quedando cn la fase acuosa

distintos compuestos químicos, fundamentalmente aminoácidos. también dansilados. Sc incluyeron

soluciones standard de poliaminas y blancos tratados analogamente.

Las fases toluénicas correspondientes a distintas muestras se anali7aron por cromatografía

en capa delgada (TLC) monodimcnsional y bidimensional, usando placas recubiertas con Silica gel

(Merck Kicsclgcl 60), activadas previamente durante l h a 1109€. Se utilizaron como solventes de
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corrida CI¡CH:Trietilamina(10:1) y ciclohcxano: acetato de ctilo (lzl). Las manchas fluorescentes se
visualizaron con luz UV de 340 nm123.

El cloruro de dansilo (Sigma) fue purificado previamente por cromatografía en columna de

Silica gel (Merck Kjesclgel 60) de 0.5 x 2 cm. utilizando tolueno como solvente de corrida,

cristaliïandolo luego por evaporación al vaci0124.

Determinación de ornitina decarboxilasa

Su actividad se determinó midiendo la producción de C02-14C a partir de ornitina marcada
en el carboxilo l. El CO7-“C liberado durante la reacción enzimática l'tte retenido sobre un papel de

l'iltro impregnado con álcali.

C02

HzNCHz-(CH2l2-CH(NH2lCOOHf-¿-—>H'zN-(CHzerHz

Ornitina ODC Putrescina

La preparación del extracto cnzimático y la determinación dc su actividad fueron realizadas

de acuerdo con Tabor y colaboradoresl H , según se describe a continuación.

Las células se cosecharon en mitad de fase Iogart'tmica (A550 0.3 -0.6), se resuspendicron en

buffer A (fosfato lO mM pH 7.5; MgClz l mM; piridoxalfosfato 0.l mM; EDTA 0,1 mM y ditiotreitol 5

mM) y se rompieron con Biox-Prcss en frío. El extracto obtenido se dializó directamente contra el

mismo buffer a 49C 24 hs., se centrifugó a 15.000 rpm durante 15 min, y se determinó la actividad

enzimática en el sobrenadante. La mezcla de reacción para el análisis contiene: ornitina (15 mM 4

pCi/nmol; New England Nuclear, 40 pCi/mmol) ; buffer A (en concentración l'inal como la descripta

anteriormente) y extracto celular en cantidades variables para un volumen final de reacción de 0,3 ml.

La reacción enzimática sc llevó a cabo a 37°C en un vial de vidrio( de los empleados en el centcllador)

herméticamente cerrado, conteniendo un tubo dc plástico de 5 cm.x 1.2 cm. con papel Whatman 3 MM

impregnado con hidróxido de hyamina. La reacción se detuvo agregando 0.2 ml. de HCI 4 N en el

recipiente externo incuhando durante 20 min adicionales a 37°C para permitir que todo el C02-14C
liberado fuese retenido por cl papel. La radiactividad del mismo se determinó por centelleo lt'quido,

empleando tolucno-omnifltior. La actividad se expresa en ¡.¿molIO'S/hstgprot.

Captación de poliaminas

La captación de (U-HC) putrcscina y (U-MC) espermidina se determinó midiendo su

incorporación en células enteras, según el método descripto por Tabor y colaboradores.l 1l. Los cultivos

se cosecharon en mitad dc fase logart’tntica y sc lavaron una vez con HZO destilada. La mezcla de
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incubación contenía: (U-HC) putrescina (250 ¡.¿M 0,1 ¡.¿Ci/pmol; New England Nuclear, 80

mCi/mmol), o (U-HC) cspcrmidina (100 [LM 0.1uCi/umol; New England Nuclear, lS Ci/mmol),

células (A550 O.3-0.6)y medio de cultivo de Wickerman modificado para un volumen final de reacción
de 5 ml. Esta mezcla se incubó l5 min. a 28°C (se comprobó que durante este tiempo la incorporación

es lineal). Al cabo del mismo, las células se filtraron por Millipore 0.24 ¡zm y se lavaron con 3

volúmenes de ClZMg 50 mM. Se determinó la radiactividad retenida en el papel por centellco liquido

empleando tolueno-omniflúor.

lncoi " de " " cn

La velocidad de acumulación de proteinas y ARN se determinó midiendo la incorporación de

35S-metionina (lO yCi/umol, lO ¡.LM;New England Nuclear, 1125 Ci/mmol) y 14C-uracilo (20

uCi/pmol, 40 [.LM;New England Nuclear, 40 mCi/mmol) respectivamente, a material insoluble en
TCA.

Debido a que la levadura S.cerevisiae no posee la enzima timidilato quinasa, no se puede

utilizar timidina radioactiva para determinar la velocidad de acumulación de ADN. Por lo tanto se

midió la misma a traves dc la incorporación de H3 adenina (320 pCi/umol 40 ¡.LM;New England

Nuclear, 15 Ci/mmol) a material insoluble en TCA, luego de degradar por hidrólisis alcalina (NaOH 1

N; 37°C; 16 hs) cl ARN marcado junto con el ADN 125.

En todos los casos, las muestras se filtraron a través de filtros de papel de vidrio MSF GF/C,

se lavaron con EtOH , y se determinó la radiactividad retenida por centclleo liquido, empleando
tolueno-omniflúor.

Purificación de Zymoliasa

Esta enzima fue preparada cn cl laboratorio obteniéndola del medio de cultivo deAJuteus y

“alzó, como sc describe a continuación.purificandola según Kitamura y colaboradores

Sc siembra un inóculo en el medio de cultivo anteriormente descripto y se cultivan las células

a 289€ y 250 rpm de agitación. Kitamura y colaboradores mostraron que la producción de enzima es

máxima en fase estacionaria; como el pH del medio de cultivo varia a lo largo de la curva de

crecimiento, disminuyendo progresivamente en fase logaritmica y se eleva al entrar en fase

estacionaria, se cosecharon las celulas al comenzar a subir el pH . Todas las operaciones se realizaron a

49€. Se centrifugó el cultivo a 5000 rpm durante 20 min. y del sobrenadantc se obtuvo la enzima con

SO4(NH4)2 300 g/l dej’ando precipitar la suspensión durante 24 hs. Se centrifugó a 5.000 rpm durante

20 min; el precipitado obtenido se rcsuspendió en HZO destilada y se dializó contra buffer fosfato 10

mM pH 6,5 durante 24 hs. Este extracto se utilizó como fuente de actividad enzimática, la cual se

determinó midiendo la capacidad litica de la preparación sobre 5. cerevisiae X-2180 lB. La mezcla de

reacción incluyó buffer fosfato 10 mM pH 7,5, suspensión de células con A550 5-8 y extracto enzimático
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en volumen final de l ml. Después de incubar a 35°C por 30min., se trató con SDS 0.5 % para facilitar

la lisis.

La actividad lt'tica se expresa como:

(1 ° AssoHAssofixloo

Assor: Absorbancia a 550 nm final.

A550¡: Absorbancia a 550 nm inicial.
Se define como l unidad enzimática la cantidad de extracto que produce el 50% de actividad

litiea en 30 min a 35°C.

P " de ' ' v perfiles ribosomales

La preparación de esferoplastos sc realizó utilizando una modificación del método de

Hutchison y Hartwcll, digiriendo la pared de levadura con ZymoliasalZ7. Las levaduras lavadas con

HZO se rcsuspendieron cn 10 volumenes de sorbitol l M en buffer fosfato 10 mM pH 7,5, y se

incubaron con 5-10 unidades de Zymoliasa a 35°C. La formación de protoplastos se controló midiendo

la lisis de los mismos en una alícuota en presencia de SDS 0.5% como se describió más arriba. Los

protoplastos así obtenidos sc cosecharon por centrifugación a 8.000 rpm durante 5 min y se guardaron a

-709C; en estas condiciones son estables durante 15 dias aproximadamente. Para su análisis se

rcsuspendieron en buffer Tris HCL lO mM pH 7,3, con"concentraciones variables de Mg(Ae0)2 y KCl,

según lo indicado en cada caso, se lisaron por agregado secuencial de deoxicolato de Na y Brij 58

(concentración final 0,2% y 0.25% respectivamente) durante 5 min en l‘ri0128.Los extractos obtenidos

luego de centrifugar durante 10 min en Eppcndorf. se incubaron durante 30 min a 20°C y se analizaron

por ultracentrifugación en gradiente de sacarOsa 15-30% a 42.000 rpm durante 105 min a 20°C;

trabajando a esta temperatura no se produce dimerización de las subunidades ribosomaleslzg. Se

revelaron los perfiles determinando la absorbancia a 254 nrn con un anali7ador Isco.

La fijación de partículas ribosomales se llevó a cabo según lo descripto por García Patrone y

Algranatil‘w. Al extracto obtenido después de la eentrifugación en Eppendorf se le agregó

glutaraldcht’do neutralizado con NaOH hasta pH 7,5, para una concentración final de 1%; se ineubó

durante lO mín a 4°C y se analizó según las condiciones descriptas.

El indice de asociación del perfil ribosomal se determinó por triangulación de las áreas de

los distintos picos y se calculó el cociente SOS/(405 + 605).

Perfiles de polisomas

131
Los perfiles polisomales se analimron según la técnica de Warner . Los cultivos en mitad

de fase logaritmica sc mezclaron con igual volumen de una solución de ciclohcximida 50 ¡ag/ml para
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frenar inmediatamente la síntesis proteica y evitar el desprendimiento de los ríbosomas del ARNm y a

continuación se cosecharon por centrifugación a 5.000 rpm durante 5 min. El precipitado así obtenido

se lavo una vez con cicloheximida 50/,ngml y se rcsuspendió en buffer Tris-HCl IOmM pH 7.3, KCl 100

mM. Mg(Ae)2 10 mM. cieloheximida 50 ¡ag/ml, hcparína 200 ¡Lg/ml,y dietilpirocarbonato 10pl/ml (los

dos últimos son inhibidores de ARNasas). Se agregaron 170 mg/ml de perlas de vidrio de GAS-0.50mm

de diametro, y se rompieron las células agitando durante 3 min por vórtex. alternando 20 seg de

agitación con 20 seg en hielo. Todas las operaciones se efectuaron a 49€.

Los extractos obtenidos se analimron por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa 15

45% a 45.000 rpm durante 2 hs a 4°C. Los gradientes se revelaron midiendo la A254 con un analizador
lsco.

“' ' de mnlrasle de fase - Detei ' " del porcentaic dc L " v distribución de

Las células a observar SCcosecharon por ccntrifugación, se fijaron con formaldehído 3%

NaCl 0,9% y se observaron por microscopía de contraste de fase a 1.000aumentos con un microscopio

Zeiss. El número de células y el porcentaje de brotaeión se determinaron contando un total de 200
célulasnz.

La distribución de tamaños fue analizada en muestras de cultivos fijadas como se describió

anteriormente. utili'lando un contador Coulter channelyzer modelo ZBl (Coulter Electronics), con un

electrodo de 70 ¡.¿rnde apertura. El aparato fue calibrado con esferas de poliestireno de 35 ¡.Lm3de

diámetro.

Coloración de núcleos

Los núcleos se tiñeron con un colorante fluorescente especifico para ADN, el

diaminofenolindolacetico (DAPI) según Williamson y Fennelll'n. Las células se cosecharon en mitad

de fase logart’tmíca y se fijaron durante 30 min en 70% dc etanol. se lavaron una vez con HZO y se
rcsuspendieron durante 5 min a temperatura ambiente en una solución de 20 pyml de colorante,

lavandose después varias veces. Las células coloreadas se examinaron con un microscopio de

fluoresceneia Leitz.a ¡.000 aumentos (excitación 350 nm, emisión 450 nm), luego de ser cmbebidas en

agar 3% para evitar la movilidad de las mismas durante la observación microscópica.

Ataque enzimático de la Dared

Se ensayo la digestión de la pared con diferentes enzimas. La zymoliasa fue obtenida en el

laboratorio según la técnica ya descripta. Las celulas se rcsuspendieron en buffer fosfato lO mM pH 7,5
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y se incubaron con una cantidad de enzima según lo indicado en cada caso a 35°C durante distintos

tiempos.

La glusulasa fue obtenida de los laboratorios Endo. Las células se resuspendieron en HZO

con las cantidades dc enzima indicadas en cada caso y se incubaron a 249€ durante distintos tiempos.

La novozima 234 fue donada por los Dres. H. Maccione y R. Davis. Las células se

resuspendieron en buffer fosfato lO mM pH 7,5, y se incubaron con las cantidades de enzima indicadas

en cada caso a 309G.

La actividad li’tica se determinó siempre en presencia de SDS 0,5% según lo descripto en la

preparación de Zymoliasa.

Microscopía electrónica

Las observaciones y la preparación de las muestras para microscopía electrónica fueron

efectuadas por el Dr. A. Solari (Facultad de Medicina, U.B.A.).

Se fijaron las células por 24-26 hs en paraformaldehido 2% y glutaraldeht’do 1,5% en buffer

cacodilato de sodio 50 mM pH 7,2 a 4°C. De esta manera se obtuvo una rápida penetración por el

primero y una estabilización permanente'por el segundolu. Las células se centrifugaron a baja

velocidad, se lavaron con HZO destilada, se sonicaron suavemente para eliminar precipitados que se

formaron durante la fijación, se lavaron con HZO destilada. se deshidrataron y se embebieron en una

resina Spurr de baja viscosidad (Laboratorios Taab). o en Maraglas (Polyscicnces). Las secciones finas

se tiñeron con acetato de uranilo y con citrato dc plomo, y se examinaron con un microscopio

electrónico Siemens Elmikop l. Se controlaron los aumentos con una grilla calibrada.

Análisis dela composición guimica de la pared celular

Para estudiar la composición química de la pared celular, los cultivos de S.cerevisiae X-2180

y S.cerevi5iac 179-5. suplementados o no con poliaminas. fueron incubados con glucosa-MC

uniformemente marcada (2.5-15 ¡.LCi/ml,American Radiolabcled Chemicals. 300 Ci/mol), por 2-4

generaciones.

Se agregaron células frias (A550 1.0. 100-400 ml) como portadores. Las células se

rcsuspendieron en la proporción l gr de células: 4-5 gr de perlas de vidrío(0.45-0.50mm de diámetro):

0,5 ml HZO, y se agitaron fuertemente en un vórtcx durante 20 intervalos de 30 seg135. Del

sobrenadante se aislaron las paredes celulares por centrifugación durante 5 min a 3.000 rpm y se

lavaron varias veces con HZO destilada. Los glucanos y los mananos que componen la pared solubles en

medio alcalino (ver Introducción). se extrajcron de las paredes aisladas con NaOH 6% durante 90 min

a 80°C (dos tratamientos)136. Dc un alícuota de este extracto alcalino se precipitó el manano con l

volumen de reactivo de Fehling. que reacciona especificamente con este polisaeáridoln. Se precipitó

el glucano soluble junto con el manano con 3 volúmenes dc etanol en otra alícuota del extracto
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alcalino; la diferencia en radiactividad entre el precipitado con etanol y el de Fehling equivale al

glucano soluble. Para determinar el contenido en glucano B 1-6 y quitina. los cuales son insolubles en

álcali. cl residuo de la extracción con NaOH se lavó varias veces para eliminar el NaOH remanente y

luego se hidrolizó completamente con HCl 12 N en tubo cerrado durante 75 min a 959C179. Después

de evaporar el ácido con corriente de aire, se efectuó una electroforesis en papel Whatman l en ácido

fórmico 10% a 1.500 volts durante 30 minl37. Se corrieron simultáneamente testigos de glucosa y

glucosamina, que se revelaron separadamente por tinción con reactivo de nitrato de platal38. Se

cortaron las zonas correspondientes a glucosa y glucosamina en la corrida del hidrolizado y se

determinó su radiactividad por centcllco líquido empleando Bray como centellador. La radiactividad en

las zonas de glucosa y glucosamina equivale, respectivamente. a la cantidad de glucano insoluble y

quitina dela muestra original.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES DEL ORGANISMO

Se controlaron algunas caracteristicas generales de las cepas S.cereví.riae X-2180 y

S.cerevisiae 179-5tales como la curva de crecimiento. el contenido endógeno de poliaminas, captación

de estos policationes del medio de cultivo,la actividad de la principal enzima biosintética (ornitína

decarboxilasa), y la sintesis de macromoléculas ( ADN, ARN, protef nas).

c 'J Il I‘

Las poliaminas presentes en S.cerevi.riae son putrescina. cspermidina y espermina. Sus

concentraciones intracelulares fueron determinadas por Tabor et al. y sus valores son en nmoles/gr.

peso húmedo: 0.45 para putrescina, 2.0 para espermidina, 0.4 para esperminal lo.

Para verificar la disminución del contenido endógeno de poliaminas en levaduras ayunadas

se analizaron por cromatografía en capa delgada los derivados dansilados obtenidos de cultivos de

S.ccrevi.riae con distintas velocidades de crecimiento.Se encontró que a todas las velocidades de

crecimiento, desde TV: 7 hs hasta cultivos detenidos en condiciones de ayuno para poliaminas no se

detectan ninguna de éstas bases orgánicas (Figura 9). Los niveles de putrescina, espermidina y

espermina son normales en la cepa parental S.cerevisiae X-2180. En la cepa S.cerevi.riae 179-5

suplementada con putrescina, se observa que los niveles endógenos de espermídina y espermina son

similares a los encontrados en la cepa parental, en cambio, los niveles de putrescina son mayores

debido a que se acumula ésta poliamina que capta del medio de cultivo (Figura 9).

Tanto en la cepa parental, como en la mutante auxótrol'a para poliaminas cultivada en

presencia o ausencia de éstas no se observaron otras poliaminas ni derivados de las mismas.

Aclividad de ornitína decarboxilasa.

La disminución de la concentración intracelular de poliaminas en la cepa S.cerevisíae 179-5
se debe a una deficiencia en la enzima ornitína decarboxilasa33. Para verificarlo se determinó ésta

actividad enzimática en la mutante y en la cepa parental S.cerevisiae X-2180, según se describe cn

Materiales y Métodos.

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

apreciable de ornitína decarboxilasa.
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S.cerevisiae

X-Zl80 179.5

Act.cnzimática

¡.Lmolco2 10'5 /hs. mg prot 280(185) 0.54(1)

Tabla 2. Actividad enzimática de ornitina decarboxilasa.
_ 33

l.os valores entre paréntesis corresponden a llosaka y colaboradores

Curvas de crecimiento

En la Figura lO sc muestra la curva de crecimiento a 28 9C de S.cerevisiae 179-5 ayunada cn

poliaminas, comparada con la cepa parental X-ZISO.En presencia de poliaminas(putrcscina lOug/ml o

espermidina long/ml), S.CC’FC\'Í.S'Í(¿L'¡79-5 y X-ZISO tienen la misma velocidad de crecimiento ( TV: 2-3

hs ). En ausencia de estos policationes cl tiempo de generación de S.cerevisiae 179-5 aumenta y varía

entre aproximadamente 7 hs hasta Ia detención total del crecimiento, dependiendo probablemente del
grado de ayuno en poliaminas. Las celulas ayunadas pueden recuperar velocidades de crecimiento

similares a la cepa parental tras 6-10 hs de incubación por el rcagregado de estos policationes siendo las

concentraciones mínimas necesarias 0.l ¡ig/ml para putrescina y espermidina y de 0.01ugjml en el caso

de espermina .

Captación de poliaminas

La captación de diversos metabolitos celulares se encuentra alterada en la cepa S.cerevisiae

¡79-5 cultivada en ausencia dc poliaminas”. Para establecer si también hay variaciones en la captación

de poliaminas, sc la determinó midiendo incorporación dc putrescina 14C y espermidina 14€ a células

enteras según lo descripto en Materiales y Métodos.

En la Tabla 3 se muestran los datos obtenidos trabajando con las cepas descriptas. Se estudió

la captación en IS minutos debido a que durante este tiempo la incorporación es lineal y se obtiene un

buen rendimiento de cuentas incorporadas.

Se puede observar que en ausencia de poliaminas disminuye la captación de putrescina, la

que vuelve a valores normales por agregado de estas bases orgánicas al cultivo. En el caso de

espermidina. hay una disminución de la captación de la misma en cultivos ayunados de poliaminas y

esto no cambia mayormente añadiendo putrescina o espermidina al medio dc cultivo. En la cepa

parental sc observa menor captación de espermidina si se agrega putrescina o espermidina al medio de

cultivo. Esto sugiere que el agregado de estas poliaminas al medio dc cultivo aumenta sus niveles

endógenos y en el caso dc espermidina sc inhibirt'a su posterior captación .
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Si bien la captación en los primeros 15 minutos se reduce en células ayunadas, los niveles

endógenos después dc 60 minutos son similares a los de células suplementadas, determinados por
análisis de sus derivados dansilados.

Captación de poliamínas.

cpm incorp./15 min./A550 ml

S.cerevisiae Putrescina Espermidina

X-ZISO 2190 4185

X-2180 + put o spd. 2280 720

179-5 510 1455

179-5 + puto spd. 2850 1215

Tabla 3. Captación de poliamínas del medio dc cultivo.
Los resultados estan expresados en cpm ineorp./min./A ml. La concentracion de putrescina o espermidina agregada fue 100550
¡Ag/ml!.os resultadm presentados son un promedio de 4 determinaciones realizadas por duplicado.

¡1 IEfecto de " ' sobre la sintesis de

Como se mencionó anteriormente. la sintesis de macromoléculas. ADN. ARN y proteinas.

sc encuentra disminuida en varios tipos de organismos cuando baja el contenido endógeno de

poliamína526’27’47. Se trató de determinar si la falta de poliamínas en levadura afecta la sintesis de

éstas macromoléculas en forma similar.

En la Figura ll se muestran los datos obtenidos trabajando con Ia mutante S.cerevisiae 179

5. En ausencia de poliamínas se encuentran disminuidas tanto Ia sintesis de proteinas como la sintesis

de ARN y ADN.

Después del agregado de putreseina (100 ¡ag/ml) al medio de cultivo, se recupera primero la

sintesis de proteinas. y luego la sintesis de ADN y ARN al mismo tiempo.

Este comportamiento cs similar al observandoen mutantcs bacterianas auxotrofas para

poliamínas donde después del rcagregado de éstas. se observa que la sintesis dc proteinas se rceupcra

antes que la de ARN y ADN47'139.
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POLlAMlNAS Y SINTESIS DE PROTEINAS

Estudios in vivo e in vitro han demostrado la participación de las poliaminas en distintos

procesos involucrados en la sintesis proteica. tales como en el ensamblado y cn la biogénesis de los

53, en la formación del complejo de iniciación56 y en la fidelidad de la traducción65'67. Laribosomas

mayoría de estos estudios se realizaron en organismos procarióticos, y poco se conoce acerca del papel

fisiológico de estas bases orgánicas en la sintesis proteica cucariólica.

La sintesis de proteinas se realiza en tres etapas: iniciación, elongaeión y terminación. El

ribosoma tanto en procariotes como en eucariotcs esta compuesto por dos subunídadcs que se

encuentran en equilibrio con su monómcro; este equilibrio es sumamente importante para la síntesis

proteica ya que cuando se inicia la traducción el monómcro se disocia por factores de iniciación y las

subunídadcs resultantes se unen secuencialmente al ARNm para dar lugar a la formación del complejo
de iniciaciónuo. Durante la sintesis proteica se unen varios ribosomas a un solo mensajero formando

polisomas. Los defectos en la biogenesis y/o ensamblado de los ribosomas pueden pr0voear

alteraciones en este equilibrio que se pueden visualizar analizando el perfil ribosomal. Por lo tanto,

para saber si las poliaminas tiene alguna función en la biogénesis y/o ensamblado de los ribosomas

eucarióticos. similar a la observada en proeariotes. sc examinaron los perfiles ribosomales de mutantes

de levaduras auxótrofas para estos polieationes.

El equilibrio de subunídades con su monómero es afectado por varias condiciones como cl

pH, conecnlraeión y tipo de iones, ctcmó. Los cationes divalentes como el Mg2+, probablemente

debido a un efecto cstabilizantc sobre la conformación del ARNr. pr0vocan la asociación de las
.|4l,l42

subunídadcs Este mismo efecto es producido también por las poliaminas putreseina,
. 'l . . .H] H‘ . En cambio los cationes mon0valentes como el K+ tienen un efectocspermidina y espermína

disocianle porque desestabilizarian la conformación de dicho ARNNI'HJ. En general, el factor que

modifica el equilibrio de snbunidades es la relación cationes monovalentes/eationes divalentesl‘“. Por

esta razón se analizaron los perfiles rihosomales en presencia de distintas concentraciones de cationes

mono y divalentes. distintas relaciones entre ambos cationes y también se analizó el efecto del agregado

¡n vitro de poliaminas sobre el perfil ribosomal.

Se csludiaron los perfiles polisomalcs de mutantes auxólrofas para poliaminas para

establecer que alteraciones se producen en la sintesis de proteinas in vivo por ayuno delas mismas.

Análisis dc los perfiles i'L

El equilibrio de subunídades se analizó mediante ultraeentrifugaeión en gradiente de

sacarosa. Se prepararon esl'eroplastos por digestión de Ia pared celular en presencia de un estabilizanle

osmótieo como el sorbilol. observándose que las levaduras ayunadas en poliaminas resultaron mucho
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2180 y del agregado de inhibidores dc protcasas y ARNasas sobre el perfil ribosomal

de 5.ocrevisiac 179-5uyunttdtten poliaminas
Los lisztdos de esferoplustos obtenidos scgtín se describe en Materiales y Métodos provenientes de S.cerevisiae X-2180

cultivntlus con distintas fuentes de nitrógeno; t).¡‘74de SO_¡(1'\'l-l_¡)2(Panel A): 0.1% de Ireonina (Panel B). 0.l% de triptofano
(Panel (Í): l'ueron analizados por centrit’ugucuin en gradientes de sacarosa 15-45% a 45.000 r.p.m. l5°C 2hs en presencia de lO

mM Mgme)2 y 100mM KCLLUsItsudos de csfcroplaslos obtenidos como se describe en Materiales y Métodos provenientes de
S.cerevisi:te [79-5 sin polinminus (I’anel D) fueron tratados con Heparina 0.5 mg/ml y I’MSF mM (Panel E). o incubados a 4°C

(Panel F) antes de la ultrnccntrit'ugacitín en gradientes de sacarosa 15-45% a 45.000 r.p.m. 2hs a ISOC en presencia de 10 mM

Mix/W)2 y ¡00 mM KCI.



más resistentes a la acción de las enzimas li'ticas utiliyadas que las levaduras suplementadas o las

parentales (ver Pared celular). Los esferoplastos obtenidos, luego de ser lisados con detergentes en

presencia de lO mM Mg(Ac)2 y 100 mM KCl. para mantener la integridad del monosoma, fueron

analizados como se describe en Materiales y Metodos.

Tanto en la cepa parental como en la cepa mutante cultivada en presencia de 100 ¡,¿g

putrescina, más del 90% de las particulas ribosomales sedimentan en la zona de SOS(Figura 12). En

ausencia dc poliaminas hay una disminución del material correspondiente a 8OS, un importante

aumento en la zona 608 y en la fracción sobrenadante. así como una pequeña cantidad de material que
sedimenta a 405.

Se ha demostrado que la presión hidrostática qllC se genera durante la ttltracentrifugación,

tiene un efecto disociante sobre las partículas ribos()n1ales“5‘l74. El desbalance entre la cantidad de

material que sedimenta a 405 y 608 observado en la figura podría originarse por la alta presión

hidrostática que disocian’a y/o desarmaria los ribosomas durante la corrida. Para evitar éste efecto se

trataron los ribosomas con glutaraldchfdo inmediatamente después de lisar los esferoplastos. Este

reactivo reacciona con los grupos amino de las proteinas ribosomales, fijando la estructura del

ribosoma e impidiendo el efecto de la presión hidrostática. En estas condiciones se observa en la cepa

ayunada una mejora en el grado de asociación entre subunidades. pero sin lograr el perfil normal

observado en la cepa parental o en la cepa mutante suplementada con poliaminas. Si la

ultracentrifugación se realiza a menor velocidad por más tiempo, para disminuir la presión hidrostática

generada durante la corrida, no se mejora el pcrfil ribosomal de las células ayunadas. Estos resultados

demuestran una mayor sensibilidad al efecto disociante dc la presión hidroslátiea en los ribosomas

obtenidos en ausencia de poliaminas.

Para determinar si la disociación observada en ausencia de poliaminas es consecuencia de las

muy bajas velocidades de crecimiento de las celulas. se trató de disminuir esta velocidad en la cepa

parental para ver si afectaba el perfil ribosomal. Para ello se agregó en lugar de 0.1% SO4(NH4)2
como habitualmente, 0.1% de treonina o 0.1% de triptofano como fuente de nitrógeno,un se sabe que

disminuyen la velocidad de crecimientolso. En ¿stas condiciones el tiempo de generación aumenta a 9

hs pero no se observan cambios en los perfiles ribosomales (Figura 13 A-C). Estos resultados sugieren

qtte las alteraciones ribosomales que se observan cn ausencia de poliaminas no se deben a una

disminución en la velocidad de crecimiento. Tampoco puede ser explicado por un aumento en la

actividad de proteasas o ARNasas. El agregado de inhibidores de proteasas como el PMSF, inhibidores

de ARNasas como la heparina, y la incubación antes dela ultracentrifugación a 49€ en lugar de 20°C,

para disminuir probables actividades enzimáticas. no modifican el perfil ribosomal alterado (Figura 13

D-F). Esto podría descartar la intervención de proteasas. o ARNasas como causa de anormalidad.

Las poliaminas. fundamentalmente espermidina y espermina, asocian las particulas

ribosomales en sistemas libres de células“? Por lo tanto se decidió comprobar si el reagregado in

vitro de estas bases orgánicas revertt'a los efectos observados en el perfil ribosomal observándose que el

añadido de putrescina o espermidina lOmM no tiene efecto sobre los perfiles ribosomales
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Figura n9 14 Efecto del agregado dc poljuminus in vitro sobre el perfil ríbosomal.
Los Iisndos dc csl'cropluslos provenicnlcs dc S.ccruvisiae l79-S sin poliaminas fueron obtenidos según Materiales y Métodos.sin

agregados (Panel A). o añadiendo :¡Ilisudo pulrcscina lOmM (Panel B) . o espermidina 10 mM (Panel C) y luego analizados por

ccnlril’ugacio’n cn gradicnlczs de sacarosa 15-45% u 45.000 r.p.m. 2hs cn presencia de lO mM Mg(Ac)2 y 100 mM KCI.



(Figura 14). La concentración utilizada está por encima de la necesaria (l mM) para provocar la

asociación completa de los ribosomas en otros organismos como germen de trigol42.

Efecto delas - " ' de avuno sobre el nerfil i"

Variando las concentraciones del inóculo es posible obtener cultivos con

distintas velocidades de crecimiento ( ver Materiales y Métodos ).Como se observa en la Tabla 4 existe

una correlación inversa entre el tiempo de generación y cl indice de asociación determinada por la

relación Arca SOS/Area (6()S+-l()S):a medida que aumenta cl primero disminuye el último

Cepa Velocidad de Indice de
crecimiento Asociación

(duplicaciones/hs.) (805/408+608)

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(l.4)

Tabla 4. Grado dc asociación de las particulas ribosomalcs a diferentes velocidades de crecimiento.
Cultivos de S.cerevisiae l7‘)-5 en auseneia de poliaminas. con diferentes velocidades de erecrmiento. suplementados con

'
pulrescina 100ug'nil. o X2180 Iueron obtenidos segun Materiales y Metodos. l-.Ianalisis del perfil rihosontal se llevo' a cabo

por ultraeenlrtl’ugacuin cn gradientes de sacarosa 15-45% 45.000 r.p.m. 2 hs. en presencia de lt) mM Mg(Ac).,. lOOmM KCI.
I

Los valores entre paréntesis corresponden a ribosomas pretratados con glutaraldelu’do0.1%. C.D.: crecimiento detenido.

Efecto dc cationes v ' sobre el ncrfil ribosomal

La Figura ¡5 muestra los perfiles ribosomalcs obtenidos con distintas concentraciones de

Mg2+ en Iisados de est'croplastos de la cepa parental y dc S.C(:rcvi.t'í(le ¡79-5 con o sin poliaminas. En

los paneles D, E. F se observan los perfiles ribosomales de la mutante suplementada con poliaminas

obtenidos a concentraciones de 5. 15y 30 mM Mg2+ respectivamente. con o sin tratamiento previo con

glutaraldehido. A concentraciones bajas de Mg2+( S mM ). se observa un Cierto grado de disociación

que desaparece completamente cuando la concentración sc eleva a l5 mM. Se obtuvieron resultados

análogos con Scerevisiac X-ZlSt). El tratamiento previo con glutaraldehido disminuye la disociación a

bajas concentraciones d'eMg2+. pero no tiene efecto apreciable con concentraciones mayores o iguales

a l5 mM. En los paneles A. B. C se muestran los perfiles rihosomales obtenidos en las mismas

condiciones con 5.ocrei-¡síae ¡79-5 ayunada de poliaminas. Se observa que el grado dc disociación de
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Figura 15.Elcclo dc dislinlas concentracíoncs dc Mg2+ sobre cl perfil ribosomal dc S.cerevisiae

179-5 cultivada con o sin poliaminas.
Los llsados de esl'eropl;¡sms ¡le S ceruvlslac 179-5 sm ¡mliannnas (Paneles A. ll. (É)_\'con poliaminas ( Paneles D, E. F) se

analI/aron por uIlnlcenlrllugm¡un en gradxenles de sacarosa 15-45% 45.000 r.p.m. 2 lls a ISOCen presencia de l00 mM KC] y

((\C()2)2.\i1g 5 mM ( Paneles A) l) ). li m!\l ( Paneles ll y F. ) y 30 mM ( Paneles (Í y l-') de Mg(z\c)2 con ( - - - - - - - ) o sin
( —— )lralamicnloconglularaldeln’do0.l%.



los ribosomas es mucho mayor que en las cepas descriptas anteriormente en todas las condiciones

analizadas. A concentraciones bajas de Mgz+ (5 mM). hay escaso material que sedimenta como 808,

un marcado pico en la zona de 60s y un aumento del sobrenadante. El incremento de la concentración

de Mg2+ a lS o 30 mM aumenta ligeramente la asociación de las subunidades, pero no logra provocar

una asociación completa de las mismas. La fijación previa con glutaraldehido disminuye el grado de

disociación, sin pr0vocar una completa normalización como la observada cn los perfiles de la cepa

parental o la cepa S.cercv¡.riuc l79-5 suplementada con poliaminas. Esto demuestra que los ribosomas

provenientes de Scerevis'iue l79-5 cultivada en ausencia de poliaminas tienen una menor respuesta a

las variaciones en la concentración de Mg2+.

Esta falta de sensibilidad al incremento de la concentración de catión divalente se puede

correlacionar con la velocidad dc crecimiento dc los cultivos. La Figura 16muestra una relación inversa

entre el tiempo de generación del cultivo y el electo asociante de Mg2+. La fijación previa con

glutaraldehido aumenta parcialmente este electo , especialmente a bajas concentraciones de Mg2+.

Los cultivos suplementados con poliaminas o la cepa parental son más sensibles al efecto asociante de

este catión, con o sin fijación previa con glutaraldehido.

Los cationes monovalentes como el K+. en cambio tienen electo disociante sobre los

iiitiiiiíniertisl4l'143. El t'actor que determina el grado de asociación de los perfiles ribosomales es la
relación de cationes monovalemes/cationes divalentesl“. La Tabla 5 muestra el efecto de distintas

relaciones K47le2+ sobre la asociación ribososmal en lisados provenientes de células ayunadas o

suplementadas con putrescina.

Putrescina (K+) (Mg2+) (K+)/(Mg2+) Indicede
cn el mM mM relación asociación

cultivo (808/408 +608)

lt) lO l 9.0( 12)

35 35 l 2.4(9.9)

100 l() l() 0.18(2)

+ lt) lO l l3.4(13.9)

100 10 lO 12.6(14.6)

Tabla 5. Efecto de distintas concentraciones de cationes monovalentes y divalentes sobre el índice
de asociacion ribosomal.

las condiciones de cultivo y ¿Ilhíllslst'ucron descriptas en la Tabla 4. Las celulas cultivadas sin poliaminas tenían detenido su
crecimiento v las suplemenladas crecian a una velocidad de 0.33 dtIplicaciones/liora.

Puede verse que los cultivos suplementados con poliaminas están completamente asociados a
. 7 . . . .

las dos relacrones K+/Mg'+ estudiadas. Por el contrario en levaduras ayunadas en poltamtnas el grado

de asociación de sus suhunidades depende sólo de la concentración de K+ y no de la relación

(K+)/(Mg2+) atín con fijación previa con glularaldehido.
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de asociación de sus subunidades depende sólo de la concentración de K+ y no de la relación

(K+)/(Mg2+) aún con fijación previa con glutaraldehido.

Perfil de polisomas

Los resultados expuestos hasta el momento demuestran que en ausencia de poliaminas se

observa un monómcro ribosomal alterado. Para saber si éste ribosoma mal ensamblado puede afectar

la síntesis de proteínas in vivo, sc analizaron los polisomas.

En la Figura l7 se observan los perfiles de la cepa S.ccrevisiae l79-5, con o sin poliaminas,

ccnlriíugados en gradientes de sacarosa en condiciones que pcrmítcn distinguir polisomas. La cepa

mutante suplementada con poliaminas tiene el mismo perfil que la cepa parental, y en el caso de la

Figura l7 pueden verse hasta cuatro ribosomas por ARNm, ya que los polisomas de mayor tamaño
sedimentaron completamente durante la corrida. En condiciones de ayuno para poliaminas se observan

varias alteraciones cn este perfil. La cantidad total de polisomas es un poco menor y aumenta

proporcionalmente el monómero SOS. Io que corresponde con una menor cantidad de ribosomas

involucrados en la síntesis proteica. Otra anormalidad evidente es la presencia de "halfmers", que son

acúmulos dc la partícula ribosomal 408 sobre cl ARNm. Durante la iniciación de la traducción, la

partícula 405 junto con determinados factores de iniciación sc une al extremo 5' del ARNm y migra

hasta cl codón dc iniciación. donde sc une la partícula 60s para formar el complejo de iniciaciónns.

Diversos factores pueden alterar la formación de este complejo. pr0vocando la unión simultánea de
“Hal”. Además de estavarias subunidades 405 al ARNm con lo que se generan los “halfmers

estructura se observa un considerable attmcnto dc la fracción que migra a 4OS y una marcada

disminución del material que sedimenta a 60s.
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Figura l7. Pcrl'il dc polisomus dc S.cere\'i.\'iae 179-5 cullivados cn presencia o ausencia de

políuminus.
Los Iisndos dc csl'cropluslus. (¡Im-nidos .scgtin sc descran cn Mnlcrinlcs y Mélodos. cn prcscncin o ausencia de poliaminas, se

annllznmn por ullrnccnlril‘ugncnón cn grudlcnlcs dc sacarosa 15-45% 45.000 r.p.m. 2hs a -| C. H: halfmcrs.



POLlAMlNAS Y CICLO CELULAR

Las poliaminas podrian tener un papel importante cn el ciclo celular ya que la actividad de

ornitina decarboxilasa (responsable de la biost'ntcsis de putrescina) sufre en mamíferos variaciones a lo
27. El aumento en la concentraciónlargo de dicho ciclo, con un pico maximo al final de la fase Gl

endogcna de poliatninas preparart'a a la celula para entrar en fase 827. Por otra parte, estos

policationes estarian involucrados en la división celular, ya que algunas celulas de mamíferos

sttperiores tratadas con inhibidores de la biosi’ntesis de poliaminas, no pttcden llevar a cabo la división

celular observándose un gran porcentaje de celulas binueleadasós. Sin embargo. si bien sólo se conoce

la posible participación de las poliaminas cn el ciclo celular, no se han determinado sus funciones
exactamente.

La levadura 5.cerevi.ríae es un excelente modelo para el estudio del ciclo celular, porque en

este organismo dicho ciclo. ademas de haber sido extensamente estudiado. se eorrclaeiona con cambios

morfológicos facilmente observables por mieroscopt’a ópticam. Como se ha mencionado

anteriormente, se han identificado 50 genes necesarios para que se complete normalmente el ciclo

celular, los fenotipos terminales producidos por mutaciones termosensibles en cualquiera de estos

genes son bien conocidos y sus caracteristicas morfológicas han sido ampliamente descriptas7l.

Se estudió si la l'alta de poliaminas afecta alguno de los procesos discontinuos que se

desarrollan a lo largo de dicho ciclo. En primera instancia, sc examinaron las caracteristicas

morfológicas de las levaduras ayunadas en poliantinas y se determinaron parámetros del ciclo celular,

como el índice de brotación. El núcleo dc la levadura migra a lo largo del cielo hasta ubicarse en el

cuello de brotaeión al comienzo de la fase mítótiea. por lo cual se examinó la posición y el número de

nucleos por celula luego de teñirlos con colorantes fluorescentes.

Se observaron por microscopía de contraste de fase las características morfológicas de

células provenientes de ettltivos con o sitt poliaminas.

En la Figura 18 se muestran células de cultivos de S.cerevi.rt'ae X-2l8() que presentan las

mismas caracteristicas que S.cercv¡siae l79-5 sttplcmentadas con estos policationcs. Como los cultivos

son asincrónicos. se pueden observar celulas en las distintas etapas del ciclo celular. Las caracteristicas

morfológicas de las células son normales cn ambos casos, tienen un solo brote por individuo y no hay

variaciones en el tamaño medio de las mismas. En cambio. en las células ayunadas en poliaminas, un

porcentaje de la población celular ( 5 a 15 (í? ) presenta mas de un brote por célula y algunos de ellos

situados en sitios anormales. Por otra parte. hay un aumettlo del tamaño dc las células. un porcentaje

apreciable de las mismas son muy grandes con brotes muy pequeños. Estas alteraciones sugieren que
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Figura 18. Caruclcrl’slícus morfológicas dc Scerevisíae X- 2180 (A) y 179-5sin poliaminas(B).
Las células lucron I'ljudusy sc uhscn‘amn por cmmaslc dc [asc cn un microscopio Zeiss a 1000 aumcnIOS.



las poliaminas tendrian participación en alguna etapa del ciclo celular. cn los mecanismos de

regulación dc la brotación y/o de la sintesis locali'Iada dc la pared celular.

Para confirmar cl aumento dc tamaño cn ausencia de poliaminas facilmente observable por

microscopía dc contraste de fase se analizó la distribución de tamaños con un analizador Coulter. Los

resultados se observan en la Figura l9 : el panel A corresponde a cultivos de la cepa parental y el B a

cultivos de S.cerevi.riae 179-5 suplementados con poliaminas. observándose en ambos la misma

distribución de tamaños. Los paneles C y D muestran cultivos dc Secret/¿ride 179-5 sin poliaminas a

distintos tiempos de ayuno. notándosc un aumento progresivo del volúmen de las células a medida que

se prolonga el tiempo cn ausencia de estos policationes. Este aumento es mucho mayor que el

observado en cultivos dc Ia ccpa parental al cntrar cn fase estacionaria.

Analisis del porcentaje dc brotación

El porcentaje dc brotación es un parámetro del ciclo celular que nos indica cuantos

organismos han sido capaces de iniciarlo. Sus valores están en estrecha relación con las condiciones

fisiológicas de un cultivo; las células que crecen activamente presentan altos valores de este t'ndice.

mientras que sí cesan dc proliferar por falta de nutrientes o cualquier otra condición, disminuyen
notablemente.

En la Figura 20 observamos la relación entre el porcentaje dc brotación y el número de

divisiones celulares en cultivos de S.cerevi.ríae l79-5 con o sin poliaminas. y de S.cerevi5iae X-2180.

En los cultivos suplementados con estas bases orgánicas o en cultivos de la cepa parental. este índice

manticnc un valor alto y constante que sólo disminuye cuando las células entran cn l'ase estacionaria.

En cambio. cn las levaduras cultivadas sin poliaminas. este porcentaje disminuye rápidamente a medida

que aumenta cl número dc divisiones celulares. Como en las mutantes el contenido endógeno de

poliaminas disminttyc a medida que sc dividen, el porcentaje de brotación parece correlacionarse con la

concentración intracelular dc poliaminas.

Examen de los nticlcos celulares

Después de la [asc S o de replicación del cromosoma el núcleo migra hacia el cuello de

brotación, donde se ubica durantc la mitosis. Se estudió si este proceso se produce normalmente en

ausencia de poliaminas y si la citocincsis sc encuentra alterada. dando lugar a la formación de células

binuclcadas. Para cllo se tiñeron los núcleos celulares con un colorante fluorescente, el

diaminofcnolíndolacético ( DAPl ), que se intercala entre el ADN nuclear y mitocondrial.

En la Figura 2] se presentan fotos dc células parentales y dc mutantes suplementadas con

putrescina, tcñidas con DAPl y observadas por microscopía de fluorescencia. Las células son

mononuclcadas, sus ntíclcos son normales y es posible vcr cómo se ubican cn cl cuello dela brotación

al comienzo de la mitosis (Panel A). En cambio. en células ayunadas cn poliaminas (Panel B) se
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Figura ¡9. Dislribución dc lumuños cn cultivos dc S.cerevisiae X-2180 y 179-5.
Las mucsirus sc ¡llL‘llllílI‘OlIcon un (.‘oulicr coumcr scgu'n se duscribe cn Malcrialcs y Mélodos. A.- S.cerevisiae X-2180 (0.33
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Figura 20. Indice dc brolución cn culiivos ayunados y suplcmemados con poliamínas.
Sc determinó cl porccnlujc ¡lc células hrmndus cn cullivos dc S.ccrcvi.smc|79-5 nyunudns ( o ) o suplcmcnladns ( o ) con
¡mlinminns y un S.ccrcvm;ic X'lem D ). lil nu'mcro dc dl\'l.\¡0|lL‘.\sc culculií por rccucnlo del nu'mcro dc células . Los cultivos

cn [asc estacionaria lcnínn un ln"? y un ¡3’72dc células hrolslnlnhcn S.CCFL‘\'I.\IJIL‘I7')-5 y X-ZISO rcspcclivamcnlc



observan algunas alteraciones yu que una proporción de las células podría ser hínucleada o presentar

núcleos deformados. Por otra parle‘ hay algunos ejemplos que índicarr’an que lu división nuclear podría

llevarse a cabo fuera de su lugar normal.

Figura Zl. Exámen de los núcleos celulares.
l ¿Is levaduras Secrcvisiuc X-l 180 (A) y 179-5 Clllli\':1\l;lcn ausencia de polimninas (B), fueron fijadas y coloreadas con DAPl

según se describe en Mulemlcs y Método.»
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PARED CELULAR

La pared celular cs importante para la forma. tamaño y crecimiento de las levaduras,

constituyendo un interesante modelo para el estudio de la morfogénesisss. Su estructura y composición

química varía durante el ciclo celular, la esporulaeión y la conjugación“? La espora está formada por

una gruesa pared interna setnejante a la que se observa cn celulas vcgetativas y una fina capa exterior

“b. Antes de la conjugación la fcromona a produce cambiosde composición no establecida

morfológicos, las celulas son mas alargadas y la composición quimica de la pared varía aumentando la

proporción de glucanosHS. Los cambios observados durante el ciclo celular ya han sido descriptos

(Figura 5).

Las poliaminas son necesarias para la esporulación, puesto que las mutantes auxótrofas para

las mismas son incapaces de llevar a cabo dicho proceso en ausencia de ellassz. No se conocen hasta el

momento las bases moleculares o bioquímicas de esta deficiencia. Ya hemos descripto en páginas

anteriores que la falta de poliaminas produce alteraciones morfológicas ( aumento de tamaño ) y

anormalidades en la formación del brote (multiples sitios de brotación ). ast’ como una resistencia

parcial a la acción de enzimas que degradan normalmente la pared celular. Como estas alteraciones

estan todas relacionadas con la pared. sc decidió estudiar cn mas detalle su estructura y composición

quimica. Con este objetivo se llevaron acabo una serie de estudios.

Se ensayaron otros agentes de lisis de la pared en S.cerevi.riae X-2180 y en S.cerevi.riae 179

5 con y sin poliaminas. y se analizó el efecto de las condiciones de ayuno y de diferentes agregados que
favorecen la sensibilidad a las actividades liticas.

La pared celular esta compuesta por manoprotefnas que forman la capa mas externa de la

pared y son responsables de su reacción inmunológica; glucanos, que forman la capa más interna, y

quitina que se encuentra localizada en el septoss. Para establecer si los cambios morfológicos y la

diferente sensibilidad a enzimas se correlacionan con alteraciones en su composición se determinó la

misma en Scercvixíae X-ZISOy de Secrcvis‘iac 179-5con o sin poliaminas.

Estudios por microscopía electrónica revelaron que la estructura de la pared celular es

homogénea con excepción dc la región del septo; en esta última zona se producen cambios a lo largo

del ciclo celular. Para determinar si hay alteraciones estructurales tanto en cl septo como en el resto de

Ia pared sc analizaron celulas provenientes de S.cerevi.riae X-2180 y de S.cerevísiae 179-5 con o sin

poliaminas. por microscopía electrónica.

Acción dc enzimas lt'ticas sobre la pared celular

Se determinó el efecto de distintos preparados cnzimátieos sobre la lisis de la pared en
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Figura 22 Efecto del grado dc ayuno sobre la sensibilidad tt zimoliasa.
Se lomnron muestras u diferentes tiempos de ayuno de distintos cultivos de S.cercvisiae ayunados en poliaminas. con tiempos de

gcncrncuin entre Oti-tduplic/lts y detención (mu! del crecimiento. y se determinó el porcentaje de lisis segtin Materiales y
Metodos. La reuccuin enzinníticu se llevo ¡tcalm con Itl U'ml de umulittsn durante 00 minutos a 37 (Í.

C G O representan muestras de distintos cullnm.



S.ccrev¡.riae ¡79-5 cultivada en presencia o ausencia de poliaminas y sobre S.cerevisiae X-2180. Los
resultados se muestran en la Tabla o.

% de lisis too-(A550 (A550 ¡)
Enzima S.cerevi.riae S.cerevi.riae 179-5

X-2180 + poliam. -poliam.

Zymoliasa l() U/ml. 359C l00 100 40-60

Glusulasa 1%, 259C lOO lOO lO

Novozima 10 mg/ml, 30°C 90 90 20-30

Tabla 6. Digestión de la pared celular por distintos preparados cnzimáticos.
Las celulas fueron obtenidas y tratadas según se describe en Materiales y Metodos. l'il porcentaje de lisis se expresa como 100

(ASSOIJASSOi)

La zymoliasa que contiene fundamentalmente B l-3 glucanasa y una proteasa especifica para

las manoprotcinas de la pared celularH9. tiene sobre la cepa parental _vla cepa mutante suplementada

con poliaminas un 100"; de actividad litica. mientras que. sobre S.cerev¿riae l79-5 cn condiciones de

ayuno. sólo un lll-MW es suceptiblc al ataque. La glusulasa. que está compuesta por una mezcla de
150

mananasa. glucanasa. quitinasa y lipasa . tiene sólo un ¡0% de actividad li'tica sobre la mutante de

levadura sin suplementar. La novozima 234, por su parte que es un complejo cnzimátieo que contiene ,

fundamentalmente, [3 l-3 glucanasas y que sc utiliza para degradar la pared de algunos hongOSISI,

presenta muy baja actividad litica sobre S.cerevisiae l79-5 sin poliaminas. Estos cambios en la

suCCptibilidada la lisis nose deben a la disminución de la velocidad de crecimiento, porque cultivando

la cepa parental en medio pobre cn nitrógeno (por ejemplo. triptolano o trconina 0.1% cn lugar de

SO4(NH4)2 0.|’,"}.)se obtiene un aumento del tiempo de generación a 8-12 hs, sin que haya pérdida de

la sensibilidad al ataque enzimático.

Dcterminando la actividad li’tica de zymoliasa sobre cultivos con distintos tiempos de

generación, como muestra la Tabla 7 pudo verse que a medida que los cultivos crecen más lentamente
aumenta la resistencia a la lisis.

Por otra parte sc determinó cn cultivos de S.cerevi.rine 179-5 la variación del porcentaje de

lisis con el tiempo de ayuno. La Figura 22 muestra los resultados obtenidos, observandose una
correlación lineal entre estas dos variables.

La resistencia a la lisis no depende de la concentración de enzima ni dc los tiempos de

incubación cnsayados (Tabla S). En ambos casos se llega a un valor maximo que no es modificado por

ninguna de estas dos variables.
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Cepa Velocidad de crecimiento Lisis de la pared

dupl./hs. 100(A550¡JA550¡)
X-2180-IB 0.33 100

l79-5 + poliam. 0.33 100

l79-5 - poliam. 0.24 87

t). l5 75

0. l3 47

0.10 46

C.D 44

Tabla 7. Relación entre sensibilidad a zinioliasa y cl grado de ayuno.

S.ccrevisiae X-ZlBt) y l7‘)-5 se cultn'aron cn medio minimo y se determino’ el porcentaje de lisis segu’n Materiales y Métodos.

C.l).: crecimiento detenido.

Tiempo de ayuno Zymoliasa(U/m|) Tiempo de incubación

2 lO 20 30' 60' 90'

hs Porcentaje de lisis

37 27 67 80 29 67 71

42 lO 19 3 l l6 19 24

Tabla S. Efecto dc la concentracion dc 7)’|ll()llíl5¡ly del tiempo dc incubación sobre la lisis en

celulas ayunadas en poliaminas.
Un culmo de S.cercv¡siae ¡Tv-S sin estos policationcs ( 0.04 duplicaciones/hs) se procesó segu’n lo descripto en Materiales y
M ‘ttxlos. Cuando sc analizó el electo de la concentración enzimática cl tiempo de incubación fue 60 minutos. La concentración

de zymoliasa utilizada al determinar el ct'ceto del ttenrpo de incubación fue ¡0 U/ml. El porcentaje de lisis se expresa como

ASSOIMSSOi

En algunos casos la acción de zymoliasa puede ser estimulada por diversos agentes que

facilitan la penetración de esta enzima hasta la capa más interna de glucano, atravesando la capa de

manoproteinas externalsz'lí}. En la Tabla 9 se muestra el electo de diversos agentes estimulantes de

la actividad dc zimoliasa sobre Secret-¿vine l79-5 con distintos tiempos de ayuno.

En tiempos cortos de ayuno los agentes empleados aumentan considerablcn‘lente la actividad

lt'lica; se ve que en algunos casos. como con prctratamicnto con mercaptoetanol 500 mM y digitonina

0.1% se logra lisis total de las células. En cambio si la falta de poliaminas se prolonga, el et’ecto

cstimulatorio sobre la lisis cs menor, alcanzando un valor máximo que no cs modificado. Este
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incremento depende del lipo y concentración de agente ulilizado. rcsullando el mercaploetanol y la

digilonina maiseficaces que cl KCl.

Porcentaje dc lisis

Tiempo Tral. ‘ 7' ‘F-‘relralamicnlo

deayuno conzym éin Mereapl. u(hs)(min.) i
lS 25 100 100 100 100 50 100

74 30 45 73 100

60 70 93

l5 8 IS 63 38 60 12 22

98 30 12 34 70 52 70 20 35

60 18 46 72 60 76 24 50

Tabla 9. Estimulación dc la actividad lilica dc zymoliasa por diversos agenles sobre células ayunadas en

poliaminas.
Las celulas provenienles de un cullivo con 0.04 duplicaeloncs ¡hs sc cosccllaron después de 74 y 98 hs de ayuno. Sc prelralaron

- U . . , . . . . .

.10mlnulns a 37 (. con los agentes elegidos y luego de Im‘arlas con agua. se dclcrmino cl porcenlajc de lisis. La mcubacnón se

realizó con ll) Uíml dc 7_\'moli:isapor (,0 minulos.

(‘nmnncivión quimica .

Para dclcrminar cl posible efecto del conlcnido endógeno en poliaminas sobre la

composición quimica cuanlilaliva de la pared. las levaduras I‘ueronineuhadas con glucosa-14€ por 2 a 4

generaciones y luego dc aislar las parcdcs celulares sc comparó la dislribución de radioaclividad cn los

diferenles polisacaridos que la consliluycn. Los resullados se mueslran en la Tabla lO.

'Sc observa que en condiciones de ayuno para poliaminas hay una draslica disminución del

glucano [3 l-3 soluble cn :¡leali, un moderado incremento cn manoproleinas, un aumento del glucanop

l-() insolublc en ¡ilcali y la quilina no sufre modificaciones. La composición dc la pared de S.cerevisiae

X-2180 y S.ccrevi.riac 179-5 suplemenladas con poliaminas es normal y coincide con dalos citados

aulcriormenlc¡“Por olra parle, como sc muestra en la Tabla lO , en ausencia de poliaminas aparece

una mayor proporción de marca en la pared celular puesto que el 36% dc las cuentas totales

incorporadas sc encuentra en eslc eomponcnlc celular en cslas condiciones, mienlras que sólo un 22

24% se incorpora a cullivos con cslos policalioncs o a la ccpa parenlal.

Sc conlroló ¡ambien la composición dc la parcd de celulas de Scerevixiae X-2180 en l'asc

eslacionaria y rcsulló semejaulc a la observada en l‘asclogarilmica.
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Figura 23. Obscn'ución por microscopía electrónica. Scarevávíae X-2180 (A), S.cerevísiae 179-5 con

(B) y sin poliumínas (C). Aumento 7500x. N: núcleo, CV: vacuola central, MV: micr0vacuolas, B: brote

anormal. Barra Lam.



Cepa Manano Glucano Quitina
¿átïnBiE" ""“Ta’onüe

X-ZISO 47 30 20 2.5

l79-5 + poliam. 50.4 28 16 2

¡79-5 - poliam. 64 5.4 28 2.4

Tabla ll). Composición (juimica cuantitativa de la pared celular de levaduras.
Las celulas se marcaron con l (Ï-glucosa y las paredes aisladas se procesaron segtín se describe en Materiales y Métodos. Los

resultados son un promedio de 2-3 exwrimcntos _vsc expresan como ¡mrcenlajc de la radioactivitlatl incorporada en cada

lraccnin con respecto a la,suma de todas éstas. l-Zl¡mrccnlaje dc rildlflllCllYldJIdincortmrada en la pared. con respecto al total.

lue de 2-l. 23 y .lh para Scerevtstae X-2IHO. l7‘)-5 + poltammas _vl7‘)-5 - ¡mln-¡minas respectivamente.

Microscopía electrónica

Las diferencias de tamaño descriptas anteriormente fueron confirmadas por microscopía

electrónica. La Figura 23 muestra que en cl caso de Scercwxíae 179-5 cultivada en ausencia de

poliaminas (Panel C) las células son mas grandes que las cultivadas con estos policationes (Panel B) o

que las células provenientes de cultivos de S.cerevt'.riae X- 2l80 (Panel A). Las celulas ayunadas tienen

un diametro promedio 2l "/cmayor que las suplementadas o la eepa parental (Tabla ll).

Otra caracterislica importante es la presencia dc microvacuolas. Estas son raras en

Secrevisiae X-ZlSt) obscvándose generalmente una tinica vacuola central. pero son más frecuentes y

en bajo número en S.cerev¡.riae 179-5 cultivadas con poliaminas. En cambio en levaduras ayunadas en

estos policationes el 100 f"?de las células presentan microvacuolas en gran cantidad (Tabla ll). Estas

estructuras no tienen ningún contenido. no poseen unidad de membrana y se pueden fusionar para

formar cavidades mas grandes (Figura Z3y 24). El origen de eslas mierovacuolas es desconocido pero

podrian provenir (le inclusioncs lipt'dicas cu_vocontenido I'ueextraido durante la fijación.

Ademas. la pared celular de levaduras cultivadas sin poliatninas no tiene una textura

homogenea como la observada en las.celulas normales y es significativamente más gruesa, siendo su

ancho un 45 ’54mayor. Otra característica importante es la presencia de microcuerpos eleetrodensos

dentro de la pared. Estas estructuras estan rodeadas de una unidad de membrana trilaminar similar a

la membrana celular. y su contenido no puede ser diferenciado del citoplasma circundante (Figuras 24 y

25).

En células ayunadas en poliaminas se pueden observar varias levaduras con multibrotaciones,

en algunos casos una al lado de la otra (Figuras 23, 24 y 25 ) o en sitios anormales (Figura 25) El

nticleo de estas celulas se encuentra generalmente deformado. con protuherancias y cstrangulaciones

(Figura 24) aunque también es posible observar nucleos normales.
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Diametro Células con Número Ancho dela

Cepa celular microvacuolas por cel. pared celular

(pm) (70) (nm)

X-2180 2.79 l2 0-l 120

(0.71. N29) (SD 26, N15)

179-5 2.92 55.3 3.15

+ pol. (SD 0.77, N29) (SD 2, N26)

179-5 3.38 ¡00 22.8 174.9

- pol (SD LIS, N20) (SD ¡8. N14) (SD 29.2. N15)

Tabla ll. Algunas características cslruclurales observadas por microscopía electrónica.
' p 0.0| para diferencias enlre X2180 y l79-5 sin poliaminas.’ ' p 0.0| para diferencias cnlre I79-S con o sin poliaminas.

Por úllimo. se observa que la scplaeión en ausencia dc poliaminas cs defectuosa, el seplo

primario pierde su eslruelura y en algunos casos no se eomplcta, formándose deposiciones de material

muy heterogéneo a su alrededor (Figura 25).

Figura 24. Efecu) del ayuno en poliaminas.
(A) (,‘ullivos ayunailns en poliaminas. moslrando los micrncuerms densos en la pared celular. la abundanle cantidad de

mlcmvacuolas (MV) _\'los nu'cleos del‘ormados (N). Aumenlos |7000x. llarra l um. (B)Cepa parenlal. sc observa la lextura

homogénea en Ia pared exceplo en la region del seplo (S). Aumenlo 50.000x (C) Célula ayunada en poliaminas. con una pared

helerogenea. ma’sgruesa y se pueden observar los microcuerpos densos (DB) rodeados por una membrana lrilaminar 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 brolando normalmente. Aumento: 36.000

(B) Scplación anormal en ausencia de poliaminas. observándose un engrosamienlo por deposición asiinétrica del material que

fon'na el seplo secundario. Aumento: 31.500 u

(C) y (D) Células mullibroladas en ausencia de poliaminas con alteraciones en el número y localización del brote.
Aumento:24.000. N: nu’clco.C: cilocincsis.
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DISCUSION

Si bien las poliaminas participan en numerosos procesos fisiológicos y metabólicos (ver

Introducción) no se conoce con exactitud su papel fisiológico en los seres vivos. Estos policationes
. . . . . . . 7 7

tienen una importante parttcrpacrón en Ia proltferacrón celular"6"'7 . Aunque no se conoce exactamente

el papel de las poliaminas en dicho proceso, los estudios realizados indican que participan tanto en el

crecimiento como en la división celular. El objetivo del presente trabajo fue establecer el papel

fisiológico y/o bioquímico delas poliaminas en la proliferación celular de eucariotes.

Hasta el presente se han adoptado tres estrategias fundamentales para determinar las

posibles funciones de las poliaminas: a.- la correlación de distintos parametros de la fisiología celular

con los niveles inlracelulares de las mismas y sus enzimas biosintéticas4’26. b.
6

- los estudios en sistemas

libres de cóltrl:ts"‘2 y c.- el estudio de las alteraciones que se producen en células u organismos que

carecen de o tienen disminuido el contenido endógeno de poliaminas26'27. En el primer caso sólo

podemos tener una primera aproximación a los procesos fisiológicos o metabólicos afectados por estas

bases orgánicas sin tener evidencias directas de su participación en ellos; en el segundo caso, debido a

que las poliaminas son altamente cargadas, interactúan con numerosos compuestos celulares que

pueden no estar relacionados con sus funciones biológicas especificas. por lo tanto se debe tener mucho

cuidado al interpretar los resultados experimentales.

Quizás la mejor estrategia para determinar las funciones de las poliaminas en los organismos

vivos es el estudio de los procesos metabólicos y fisiológicos afectados por la falta de ellas, por tratarse

de estudios ¡n vivo. aportan evidencias más directas de su participación en los procesos alterados. Se

han desarrollado dos sistemas para disminuir el contenido endógeno de poliaminas en los seres vivos: la

obtención de mutantes auxótrofas para estos compuestos. y Ia utiliïación de inhibidores de la
2627 , . . . . .

' . ES“! lllllllnil CSlrilnglil PTCSCIHÍI un“ SCI'IC dC IIÍCOHVCHICIHCS: la

inhibición de las enzimas suele ser parcial. algunos inhibidores producen efectos secundarios154 y en

biosintesis de las mismas

algunos organismos no penetran fácilmente. La obtención de mutantes auxótrofas en diversos

organismos, por cl contrario. ha permitido determinar algunos de los papeles fisiológicos de las

poliaminas y constituyen una muy buena herramienta de trabajo para determinar los procesos

metabólicos y celulares en los cuales podrían participar estos policationes. Se han obtenido mutantes
32,33 . - . - . Si bien estos sistemas presentan numerosas ventajas, ende E.coli35"3 , N.crassa B , Secrevisiae

algunos casos existe cl inconveniente de no poder determinar cual es el sitio primario de acción de los

policationes. ya que muchas alteraciones estudiadas pueden ser secundarias.

La levadura Srcrevisiae es un excelente modelo para el estudio de la bioquímica y de la

biología molecular y celular en eucariotcs. debido a que este organismo es fácilmente manipulable

desde el punto de vista genético y bioquímico y la mayoria de los procesos fundamentales como el ciclo

celular, la replicación, la transcripción, la sintesis de proteinas. etc., son muy semejantes a la de los
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eucariotes superiores. En los últimos años sc han aislado mutantes de S.cerevisiae auxótrofas para
. . 7

p()llílmlnils3"33‘l ¡6 que nos permitirían determinar los papeles fisiológicos de las políamínas en la

proliferación celular. Entre estas cepas mutantes se encuentra S.cerevisiae 179-5obtenida por Hosaka

el al. que como demostraron sus autores. tiene las siguientes características: no prolifera en ausencia de

políamínas, son deficientes en la biost'ntesis de las mismas ya que no se encuentra actividad de ornitina

dccarhoxilasa. la primera y principal enzima del camino biosintetico, y tampoco se detecta ninguna de

las tres políamínas descriptas en levaduras por análisis de sus derivados dansilados por cromatografía

en capa delgada”. Estos resultados fueron confirmados en el presente trabajo. El crecimiento celular

fue deficiente en ausencia de políamínas , con licmpos de generación de 7 hs. o mayores incluyendo

detención total del mismo (Figura lll). No se detectaron políamínas por análisis de sus derivados

dansilados a ninguna de las velocidades de crecimiento (Figura 9). siendo la falta de actividad dc

ornitina decarboxilasa la responsable dc esta deficiencia (Tabla 2). Scmbrando diluciones crecientes de

un inóculo de S.<'crevi.s'iae 179-5en medio minimo libre de políamínas como se describe en Materiales

y Metodos. se obtienen distintos tiempos de generación por diferencias en el grado de ayuno de los

cultivos . El crecimiento celular normal se recupera luego de 6-10 hs. por reagregado de políamínas.

siendo mas efectiva la espermina que la putrescina o la espermidina.

En el presente trabajo se presentan evidencias que nos permiten asignar a las políamínas un

papel fisiológico en el crecimiento celular, ya que participan en la sintesis de macromoléculas, en el

ensamblado de los ribosomas y en la sintesis y/o estructura dc la pared. También creemos que tienen

un papel en la división-celular. debido a que participarian en algunos dc los eventos discontinuos del
ciclo celular.

POLlAMlNAS Y CRECIMlENTO CELULAR

u ula’lS'Efecto sobre la sintesis de

La disminución en la velocidad de crecimiento que se observa en ayuno de políamínas podría

deberse a una deficiencia en la sintesis de alguna de las macromoléculas fundamentales (ADN, ARN y

proteinas). Se pudo demostrar en nuestro caso que la sintesis de estas tres macromoléculas está

afectada en estas condiciones. recuperandose primero la sintesis proteica por reagregado de políamínas
47.139

(Figura ll). Este comportamiento es similar al observado en procariotes y sugiere que las

políamínas actuarian qui/.¿ífundamentalmente sobre la sintesis proteica.

Efecto sobre el “ ' w’oL" ‘ ' de los ¡"L

La deficiente sintesis de proteinas que se observa en ausencia de políamínas podria deberse
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a alteraciones en los componentes de la maquinaria biosintética. Para verificar esta posibilidad sc

analizaron los perfiles ribosomales de cultivos de 5.cerevisiae erceidos con o sin poliaminas.

En ausencia de estas bases orgánicas se encuentran varias alteraciones en los perfiles

ribosomales, similares a los observados en procariotess". Los monosomas se encuentran más

disociados; no se obtiene asociación completa de las subunidades aún a concentraciones altas de

cationes divalcntes (Mg2+ 30 mM)(Figuras 12 y ¡5). Estas alteraciones no se deben a las bajas

velocidades de crecimiento de los cultivos. ni a la acción de ARNasas. proteasas u otras actividades

cnzimzíticasque podrian degradar parcialmente los ribosomas dando perfiles similares (Figura 13). Por

otra parte, se observa una correlación entre el grado de ayuno y el indice de asociación dc las

subunidades ribosomales. Io que constituye una evidencia de que la falta de poliaminas provoca las

alteraciones anteriormente dcscriplas (Tabla 5).

Durante la ultraccntrifugación se genera una presión hidrostática a lo largo del tubo de

centrífuga que en algunas ocasiones disocia las particulas rihosomales tanto en procariolcs como en

eucariotesHs‘lu. Los ribosomas obtenidos en ausencia de poliaminas son más sensibles a este efecto

de la presión hidrostzitica; como puede dcducirsc de la comparación de los perfiles ribosomales con o

sin fijación previa con glutaraldeht’do (Figura IZ). Este comportamiento es semejante al que presentan

las denominadas "loose eouples' de Eco/i154. Estas particulas son monómcros ribosomales, obtenidos

a baja concentración de Mg2+. que se disocian fácilmente dttrantc la ultraccntrifugación. son menos

activos en la sintesis proteica in vt'rroy se originarfan por cambios conformacionales o estructurales en

la partícula ribosomal. A diferencia de los rihosomas de levaduras obtenidos en ausencia de

poliaminas, se asocian completamente a altas concentraciones de cationes divalcntes como el Mg2+; lo

que sugiere que la naturaleza de las alteraciones provocadas por Ia ausencia de estas bases orgánicas en

levadura es distinta a Ia que origina las "loose couples".

Estos resultados parecen indicar que en ausencia de poliaminas se producen alteraciones

estructurales y/o confornmcionales en los ribosomas dc levaduras. loque se verificó mediante el estudio

del efecto de los cationes mono y divalcntes sobre la asociación de subunidadcs. Hasta el momento se

han desarrollado dos modelos para explicar el efecto de éstos cationes sobre el equilibrio de

subunidadcs. El primero de ellos propone la existencia de sitios específicos en el ribosoma para el

Mg2+. cl cual favoreccrt'a la asociación ribosomal a través de la formación de puentes entre los grupos

fosfato del ARN rihosomal. Los cationes monovalentes competirt'an por estos sitios y debido a su

incapacidad para formar puentes prtwocarian Ia disociación de las subunidadcs. Además estos cationes

por efecto clectrosttílico pueden impedir que los ribosotnas adquieran una conformación que permita

la unión especifica de Mg2+. La diferente capacidad dc distintos cationes divalcntes para asociar los

l4l-l43. 0er modelo proponCque losríhosomas constituye una evidencia a favor de este modelo

cationes divalcntes neutralizan las cargas en las subunidadcs ribosomales y la consecuente reducción de

la repulsión elcctrosttítica entre las mismas provocaría su asociación. Los cationes monovalentes

disociart'an los ribosomas porque protegert’an a las subunidades por efecto de uniones no específicas y
ISS

no c0valentcs . Actualmente la mayor parte de la evidencia favorece un modelo combinado, donde el
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Mg2+ reducírt'a la repulsión electrostática entre las subunidades y también se uniria a sitios

especificos en el ribosoma 142459.

Los ribosomas obtenidos en ausencia de poliaminas tienen una menor sensibilidad a las

variaciones en la concentración de Mg2+. Vemos que con valores altos como 30 mM no hay asociación

completa con o sin fijación previa con glutaraldehido (Figura 15); sólo se observa un pequeño grado de

asociación dependiente dela concentración de Mg2+. que indicarfa que este catión podria disminuir la

rcpulsión elcctrostatica de las cargas de los grupos fosfato . pero al estar las subunidades mal

cnsambladas. los sitios especificos para cl Mg2+ se encontrarían alterados provocando la falta de

sensibilidad a este catión. Esta alteración depende del contenido endógeno de poliaminas, ya que existe

una correlación entre cl efecto asociantc del Mg2+ y eltiempo de generación de los cultivos (Figura

16).

Como se explicó anteriormente. los cationes mon0valcntes promueven la disociación de los

ribosomas debido a que competirian con los cationes divalcntcs por los sitios específicos o alterart'an la

conformación dc los ribosomas disminuyendo la afinidad de dichos sitios por los cationes divalentes. En

ausencia de poliaminas.los ribosomas son más sensibles a las concentraciones de K+, ya que menores

cantidades dc este catión tienen efecto disociante. independientemente dela relación ¡(+/Mg2+ (Tabla

5). Debido a que la concentración de K+ cs el factor importante para la disociación de los ribosomas y

no la relación K+/Mg2+. es poco factible que el efecto del K+ se deba a que compite con el Mg2+.

Probablemente, el catión K+ promueva cambios conforniacionales mas facilmente en el ribosoma mal

ensamblado por ausencia de poliaminas y disminuya la afinidad por cl Mg2+ o la cantidad de sitios

especificos para cl mismo, lo que comprueba un defecto en la estructura y/o conformación de los
ribosomas.

Las poliaminas. fundamentalmente espermidina y espermina, asocian las particulas

ribosomalcs en sistemas libres de celulas“; Sin embargo. el agregado in vitro de estos policationes a

ribosomas obtenidos en ausencia de estas bases orgánicas no provoca cambios en el equilibrio de

subunidades (Figura l-l), demostrando que las poliaminas son necesarias durante la biogéncsis y/o

ensamblado de este componente celular.

Si los ribosomas estan mal ensamblados en ausencia de poliaminas‘ pueden ser responsables

de la deficiente sintesis proteica ¡n vivo. Por lo tanto. se examinaron los polisomas en presencia o

ausencia dc ellas. En ausencia de las mismas se observa una menor proporción de polisomas y un

aumento de la fracción que migra como SOSlo que indica que una menor cantidad de ribosomas se

halla involucrada en Ia sintesis proteica (Figura l7). Otra anormalidad evidente es la presencia de

"halfmcrs". Estas estructuras. que representan acúmulos de subunidades 408 unidas al ARNm, pueden

originarsc por defectos en la iniciación de la sintesis proteica. especificamente por incapacidad de la

subunidad 6()Spara unirse al complejo 405-ARNm formando el complejo de iniciacióneomplet0146, o

por algun defecto en la biogónesis de la subunidad 608147. En levaduras ayunadas en poliaminas no se

observa una acumulación de la fracción (>08que sc produciría si esta subunidad no pudiera unirse al

complejo dc iniciación 4OS-ARNm; cn cambio se observa una mayor proporción de particulas que
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migran en la región 405 y una ligera disminución delas que migran en la zona de 608. La biogénesis de

ambas subunidades comienza con la sintesis de un ARNr precttrsor de 355. el cual luego es procesado

para generar los ARN especificos de cada subunidad (ver Introducción). Durante el ensamblado se

unen varias proteinas, la mayoria ribosomales. a estos pre-ARN], formándose las denominadas pre

RNPIOS. El desbalance en la producción de estas dos subunidades sugiere que las poliaminas son

necesarias para la bíogénesis y/o ensamblado de la súbunídad 608. Diversos mecanismos podrían

explicar la participación de las poliaminas'en este proceso. Debido a que el ARNr de eucariotes se
encuentra metilado en bases especificaslog, lo que es muy importante para la maduración de los
ribosomas l09. y como las poliaminas tienen un papel fisiológico en la melilación del ARNr en
procariotessg, podria ser que las alteraciones descriptas anteriormente se deban a una deficiencia en la

melilación de esta macromolecula. Otras posibilidades no excluyentes entre si son: a.- que las

poliaminas sean necesarias en alguno de los pasos del camino biosintético de los ribosomas; b.- que

formen parte estructural de la partícula ribosomal, como ha sido sugerido en E.coli190,permitiéndolcs

adquirir la conformación correcta.

Se ha demostrado la participación de las poliamittas en el ensamblado y/o biogénesis de los

ribosomas en procariotes. Algranati et al demostraron que en su ausencia se produce una subunidad

ribosomal 305 defectuosa. lo que provoca una mayor disociación de los monosoma553’59. Los primeros

estudios análogos en eucariotes son los presentados en este trabajo.

Las caracteristicas sitnilares' de los mecanismos de asociación en los ribosomas cucarióticos y

procarióticos nos permiten pensar qtte dicho proceso puede ser esencialmente general. Los análisis del

ARN ribosomal de Eco/í han demostrado Ia presencia de secuencias complementarias entre el

extremo 3’ del ARN], lóS y cl extremo 5' del ARNr 238. La interacción de las particulas 3OSy SOSpara

formar el monómero 705 podria verse facilitado y estabilizado por el aparcamiento de los ARN
160

d .

r

complementarios de cada subunida La unión a oligonucleótidos complementarios de estas

regiones o la mutagónesis dirigida en dicha región reduce significativamente el grado de asociación de

las particulas ribosomalcslól. Por otra parte, se ha determinado in vitro la formación de un complejo

entre los ARNr cucarióticos de 165 y 55155, lo que sugiere que el aparcamiento de estos ARN es

importante en la formación de la partícula SOS.Sc puede especular que en ausencia de poliaminas estas

secuencias de ARN no adquirirt’an la conformación correcta. provocandose la disociación de los
ribosomas.

Efecto sobre la síntesis v/o estructura de la pared celular

La pared celular es importante para la proteccción osmótica. forma, tamaño y crecimiento de

la levadura; su estructura y composición quimica varian durante la csporulación, la conjugación y a lo

largo del ciclo celular.

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

observó que la pared de levaduras ayunadas cn poliaminas es más resistente al ataque de enzimas
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liticas como la zymoliasa. Otros preparados cnzimáticos como la glusulasa o la novozima 234 tampoco

fueron capaces de degradar la pared de levaduras formada en ausencia de poliaminas (Tabla 6).

Esta alteración depende del contenido endógeno de poliaminas, debido a que cultivos con

distinta velocidad de crecimiento por diferente grado de ayuno. tienen diferente sensibilidad al ataque

de zymoliasa (Tabla 7). Por otra parte. a medida que aumenta cl tiempo de ayuno se incrementa el

porcentaje de celulas resistentes (Figura 22). Este efecto no es dependiente de la concentración de

enzima utilizada ni de los tiempos de incubación (Tabla 8). Estos resultados sugieren que las

poliaminas tienen algún papel fisiológico en la formación dc la pared celular y que su ausencia provoca

alteraciones en este componente celular. Estas alteraciones no se deben a la baja velocidad de

crecimiento de los cultivos. ya que cultivando levaduras con niveles normales de poliaminas en medios

pobres en nitrógeno para que crezcan mas lentamente (tiempo de generación 9-12 hs.) las células son
totalmente sensibles a estas enzimas.

La zimoliasa es un preparado enzimátieo que contiene fundamentalmente dos enzimas, una

protcasa específica para las manoprotcinas de la pared y una [3 1-3glucanasaHg. La primera, actuando

sobre la capa mas externa dc manoprotcfnas. favorece la penetración de la segunda, que degrada la

capa mas interna de glucano provocando la lisis celularlsz. Cuando los cultivos de levadura entran en
fase estacionaria se observa un incremento de la resistencia a la acción dc estas enzimas lI'ticas debido a

cambios en la capa mas externa de manoprotefnas que impiden cl acceso de las glucanasas a su sustrato

especificous. Diversos agentes que alteran la capa de manoprotcfnas. tales como agentes reductores

(mercaptoctanol, diliotreitol), detergentes (digitonina). y sales (KCI) favorecen Ia penetración de la [3
32 “4 . . . .L ‘15‘. La resistenCta a la llSlS observada en1-3 glucanasa e incrementan la lisis de estas células

ausencia de poliaminas parece similar a la notada en fase estacionaria. Por lo tanto se emplearon

diversos agentes que favorecen la penetración enzimática en cultivos estacionarios y se determinó la

actividad lt'tica cn cultivos de 179-5 con distintos tiempos de ayuno. A tiempos cortos de ayuno los

agentes empleados aumentan considerablemente la actividad lftica y en algunos casos (pretratamiento

con mcrcaptoetanol 5()(lmM o con digitonina 0.] %) sc llega a lisis total. En cambio a tiempos más

prolongados, cl efecto estimulalorio de la lisis cs menor alcanzando un valor constante que no es

modificado (Tabla 9). El comportamiento de las células ayunadas cn poliaminas frente a distintos

agentes que favorecen la penetración es. pues. diferente al de células en fase estacionaria ya que estas

se lisan totalmente y requieren una menor concentración de estos agentes para lograr este efecto. Estos

resultados sugieren que en ausencia dc poliaminas las alteraciones cn la parcd se producirfan en dos

etapas; cn la primera, a tiempos cortos de ayuno se motlil'icart’a la capa externa de manoprolefnas,

impidiendo el acceso de la fi l-3 glucanasa a la capa más interna de glucano, y posteriormente con

ayunos mas prolongados. se formaría una estructura que ya no es suceplible al ataque.

Estos resultados sugieren que se produciría una alteración en la composición química de la

pared en ausencia de poliaminas. lo que se verificó analizando la distribución de polisaeáridos

radioactivos que la componen, luego de marcar las células por varias generaciones con glucosaHC. En

primera instancia, sc observa que cn ausencia de estos policationes se incrementa la cantidad de
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cuentas totales incorporadas a este componente celular en un 57%, lo que sugiere la sintesis de una

pared más gruesa, hecho comprobado también por microscopía electrónica. Además se detecta un

moderado incremento cn la cantidad de manoproteinas, una drástica disminución del glucano B 1-3 y

un aumento del glucano B 1-6 (Tabla 10). Estos resultados nos permiten explicar la resistencia a la

actividad li’ticade la siguiente manera. El incremento en las manoprotcinas y en el espesor dela pared.

constituirr’an una barrera para la penetración de la zimoliasa. Supcrada la barrera externa mediante el

agregado de diversos agentes‘ la enzima encuentra. fundamentalmente. glucano B 1-6 que no puede

degradar, ya que el B l=3 esta muy disminuido. Este comportamiento es diferente al de las células en

l'ascestacionaria, que no presentan mayores variaciones en la composición cuantitativa de su pared.

La marcada disminución del glucanoB 1-3podria explicarse tanto por una disminución en su

síntesis como por un aumento en su degradación. Se conoce un sistema litico de la pared celular de

Scen'vixiac que esta compuesto. principalmente, por glucanasas que degradan la pared cn los sitios de

crecimiento, para incorporar cl material sintetizado de nov094’95'156’157.Podría suceder que este

sistema se active en ausencia de poliaminas. Por otra parte. la sintesis de glucano se lleva a cabo por la

enzima glucano sintctasa. que es estimulada por nucleólidossz. Sería interesante determinar si también

las poliaminas tienen un electo estimulatorio sobre esta actividad enzimática.

La estructura de la pared se analizó en mas detalle por microscopía electrónica (Figuras 24 y

25). La pared celular en ausencia de poliaminas es significativamente más gruesa siendo su ancho un

45% mayor, lo que concuerda con el aumento del 55% en la sintesis de este componente celular, su

textura no es homogénea lo que se debe. probablemente. a su diferente composición quimica. También

es posible observar que practicamente no se forma la capa mas interna de la pared constituida por cl

glucano B l-3. Una anormalidad muy evidente es la presencia de microcuerpos elcclrodensos dentro de

la pared que podrían tener origen citoplasmatico. Estas estructuras estan rodeadas de una unidad de

membrana trilaminar. similar a la membrana celular, podrían ser evaginaciones citoplasmáticas dentro

dc la pared celular. Es l'acliblc que la deficiencia de glucano B 1-3 deje espacios en la pared celular que

scrt'an ocupados por el citoplasma para mantener la estructura de la misma.

La participación (lc las poliaminas en la sintesis y/o estructura de la pared celular de

levaduras es un hecho completamente novedoso. Hasta cl momento el único antecedente conocido es la

existencia de eadavcrina como parte estructural de la pared de algunos cocos anaerobios”. Sin

embargo las poliaminas participan’an cn la sintesis y/o estructura de la pared celular de levaduras de

forma fundamentalmente diferente. ya que su efecto principal seria indirecto, regulando

probablemente el nivel de los componentes de esta estructura.



POLIAMINAS Y DIVISION CELULAR

Morfología, Citologt’a y Ciclo celuIar

La levadura S.cerevi.riae es un organismo que debido a sus caracteristicas se utiliza como

modelo dc estudio del ciclo celular cn eucariotes. Como ya se describió anteriormente, hay un punto

central para la regulación de este ciclo denominado "start" (ver Introducción), donde la célula integra

las señales intra y extracclttlarcs para controlar la entrada al ciclo mitótico, a los distintos caminos de

diferenciación, tales como csporulación y conjugación o bien a fase estacionaria. Este punto se

encuentra en Ia fase Gl y permite la coordinación entre el crecimiento celular, que constituye la etapa
limitante del ciclo celular, y los eventos discontinuos del mismo. Es necesario un tamaño crt'tieo para

que las celulas atraviesen este punto. puedan brotar y entrar cn fase 87475. Dicho tamaño crítico está

relacionado con las condiciones nutricionales de la célula. siendo menor para medios minimos o pobre

en nutricntcs76. Se han obtenido varias mutantes termosensihles cuyos ciclos celulares se arrestan en

start o cerca de este punto. lo que ha permitido identificar varios de los genes y productos que

intervienen en este mecanismo de regulación. Se han definido dos clases de mutantes en base a sus
7 . . .

16'. Las mutantes clase l, como cde 28 o edc 36. tienen un fenotipo termtnalfenotipos terminales

similar a las levaduras tratadas con fcromona a y continuan el crecimiento celular llegando a formar

celulas muy grandes con una forma caracteristica denominada " shmoo ". En cambio, las mutantes clase

ll. como cdc 25.ch 33. cdc 35. tiene un fenotipo terminal muy parecido al de las células que entran en

fase estacionaria 162.

Las células ayunadas en poliaminas se parecen bastante a las mutantes clase ll. El número de

celulas hrotadas disminuye a medida que aumenta el número de divisiones celulares (Figura 20), lo que

indica un arresto progresivo cn fase GI. aumentan su volumen (Figuras 18, l9 y 23) y presentan una
resistencia a la acción de enzimas Iitieas de la pared celular (Tabla 7). Si bien las celulas que entran en

fase estacionaria presentan estos mismos cambios. parecen ser diferentes a las células ayunadas en

poliaminas. ya que en las tiltimas el aumento de tamaño es mayor, y no se observan las mismas

alteraciones citológicas o en la estructura de la pared celular.

La deficiencia de poliaminas provoca alteraciones cn algunos procesos metabólicos no

relacionados con los mecanismos de control del cielo celular. que podrian explicar el arresto en fase

G]. Se sabe que el transporte dc diversos nutrientes esenciales‘ como aminoácidos, se encuentra

disminuido en ausencia de poliaminas”. pero el arresto en fase Gl no sería provocado por una
deficiencia de nutrientes. ya que las celulas aumentan de tamaño. cn lugar dc disminuirlo.

La maquinaria dc sintesis de proteínas esta alterada en ausencia de poliaminas. Se han

aislado mutantes de levaduras que tienen afectada la iniciación de la sintesis proteica, que se arrestan

cerca del punto start a la tetnperatura no permisiva, pero su comportamiento es distinto a las células

ayunadas en poliaminas ya que han sido clasificadas como mutantes clase [163. Por otra parte, la
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¡64. En ausencia de poliaminassintesis de ARN estable también es necesaria para atravesar este punto

se encuentra disminuida la sintesis dc ambas macromoleculas. lo que podría ser la razón del arresto de

estas celulas en fase Gl. Sin embargo, no parece haber un aumento de tamaño cuando se afecta la

sintesis de ARN o proteinas.

Recientemente se ha descripto un mecanismo que regularia positivamente el crecimiento

celular y negativamente los caminos de diferenciación como esporulación o entrada en fase

estacionaria, mediante la activación de proteinas quinasas dependientes de AMPclós. Todas las

mutantes que inactivan este mecanismo disminuyendo los niveles de AMPC, como cdc 25, cdc 35, ras l,

ras 2. arrestan el crecimiento celular dando un fenotipo similar al obtenido por ayuno de nutrientes. Si

la inactivaeión es parcial se produce un fenotipo que se caracteriza por alta resistencia a heat-shock.

hiperacumulación de glucógeno e incapacidad para crecer en azúcares no fermentables. Varios de estos

genes, cdc 25, ras l, ras 2. también estan involucrados en la regulación de tamaño de las células en cl

punto start. probablemente a traves de un mecanismo en el que intervenga el AMPCIÓÓ.

El fenotipo que presentan las células ayunadas en poliaminas es bastante similar al

¡67, hay un aumento del tamaño celular (Figuras 18, l9 y 23), resistenciaobservado en la mutante cdc 25

parcial a enzimas lt'ticas de la pared celular (Tabla 6) y arresto en fase G]. Esto sugiere que las

poliaminas podrian estar involucradas en este mecanismo, modulando en alguna forma la cascada de

reacciones que activan las prolet'n-quiuasas dependientes de AMPC.

La función codificada por el gen CDC 25 esta involucrada cn la regulación del producto del
16 ‘

ven CDC 28. res onsablc del asa'c a traves del unto start ‘s. Este 'cn ha sido aislado clonado en1» J la Y

¡84‘185
Scerevixiae. Spombe. humanos (cn los ultimos organismos se denomina CDC 2), su producto

es una proteina fosforilada cn residuos tirosina, ticnc actividad de proteina quinasa y tiene un papel

sumamente importante durante la mitosislsó. En Spombe la función codificada por este gen es

necesaria tanto en fase Gl como cn fase 02 antes dc entrar en mitosislsó. En cambio, en S.cerevi.siae

solo es requerido en fase Gl en el punto start. lo que refleja probablemente la naturaleza inusual de la
mitosis en esta levadura donde los eventos específicos (le esta fase comienzan en el punto start a

diferencia de otros eucariotes. Si la falta de poliaminas afecta el sistema de fosforilación de proteinas

dependientes de AMPCtseria esperablc observar alteraciones en Ia mitosis. Se observaron en nuestro

caso los núcleos por tinción con un colorante fluorescente (DAPl) y por microscopía electrónica. En

estas condiciones el núcleo es anormal. scgmentado y multilobulado. También se encontraron algunas

celulas que llevaban a cabo la mitosis fuera dc su lugar normal (Figura 2|). Un fenotipo similar se ha

descripto en otros organismos eucarióticos que tienen alteraciones en Ia milosis, por ejemplo en

algunas células tratadas con inhibidores de Ia formación de mierotúbulos como nocodazol o

colcemida ¡69. Sin embargo. también se observan anormalidades en el ntieleo, similares a las descriptas,

en celulas dc fibrohlastos humanos microinyecladas con anticuerpos contra el producto del gen SUC l,

una proteina de 13 KD que normalmente se encuentra en un complejo macromolecular con el producto

del gen CDC 2169. La fosforilación y defosforilacion de distintas proteinas constituye una señal
. . . . . 7

sumamente importante para regular los dlSllnlOSeventos de la mttosIsl 0. Se ha comprobado que las



poliaminas estan relacionadas con la fosforilación de proteinas nucleares en eucariotes; por lo tanto

estas bases orgánicas podrian tener un papel fisiológico cn la regulación de este mecanismo,

controlando de esta manera la proliferación celular.

Por otra parte, una fracción de las células ayunadas en poliaminas ( 10-20 % ) son

multibrotadas. y en algunos casos. las brotaciones se encuentran en sitios anormales (Figuras 18, 24 y

25). Un evento muy importante que está relacionado con el control dela brotación es la duplicación y la

separación del ccntn’olon. La mutante cdc 4 que puede duplicar esta estructura pero no separarla,

tiene un fenotipo terminal compuesto por celulas multíbrotadasnl. lo que sugiere que las poliaminas

tendrían alguna participación cn la formación y separacion del ccntrt'olo. Por otra parte, esta estructura

que se encuentra en la envoltura nuclear organiza el sistema de microtúbulos y filamentos celulares,

tanto nucleares como citoplasmaticos, y del mismo emanan estos filamentos hacia el interior del núcleo

y hacia cl sitio de brotación. Este ultimo sería responsable de la síntesis localiïada de la pared ya que

los polímcms de actina sc encuentran ubicados en la porción mas distal del brote celular, donde se

incorpora la nueva pared. y los polímeros de Iuhulina ( microttibulos ) se dirigen hacia esta regiónnz.

Durante el ayuno de poliaminas es posible observar celulas madres muy grandes con brotes muy

pequeños, además. si bien la sintesis de la pared continúa. no sc observan los brotes alargados

característicos de los fcnotipos terminales de algunas mutantes cdc70; por lo tanto la síntesis de la

pared se encuentra deslocalizada. En ausencia de poliaminas en algunos casos se observan brotes en

lugares anormales. La ccpa cdc 24 que tiene defectos en la localización dela brotación tiene alterado el
. . . 72srstcma de filamentos de actinal . En eucariotes superiores. las poliaminas estimulan la

polimerización de actina in vitro y estan involucrados en la integridad de los filamentos de la misma

durante la mitosis68, por lo tanto estos policationes pueden ser necesarios para la formación del

citoesquelcto normal cn levaduras y su ausencia provocaría alteraciones en la separación del centriolo

y una sintesis deslocalizada de la pared. La falta de integridad de los filamentos de actina y/o de los

microtúbulos podria ser también la causa de las alteraciones observadas en la mitosis.

Como ya se 'describió anteriormente, luego de la citocinesis se forma el septo primario

constituido por quitina. y luego sobre esta estructura se depositan glucanos y mananos para formar el

septo secundario. En ausencia dc poliaminas no se forma correctamente cl septo primario y se observa

una deposición de estructuras muy heterogóncas a su alrededor (Figura 25). Las poliaminas también

participan en la septación en Eco/i ya que se ha descripto que mutantes auxótrolas para estos

policationes son incapaces de generar esta estructura, produciéndose formas alargadas denominadas

"snakes"47, lo que sugiere que las poliaminas podrian tener un papel en la septación bastante
conservado a través de la evolución.
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CONCLUSIONES

Hasta el momento se habia demostrado la participación de las poliaminas en levaduras en

32'33“ 16. el mantenimiento del plásmidodistintos procesos fisiológicos como cl crecimiento celular

"killer"l ¡8. Ia esporulación32 y el transporte de colina”. Los estudios presentados en este trabajo

demuestran nuevas funciones para estos policationes que nos permiten comprender su participación en

la proliferación celular.

l.-Son importantes para la sintesis de macromoleeulas y tienen un papel fisiológico en el

ensamblado y /o biogencsis del ribososma. La estructura de este componente celular se encuentra

bastante conservada a traves de la evolución lo que nos permitiría suponer que las poliaminas

participan en dicho proceso en todos los organismos eucarióticos. Por otra parte estos policationes

53 lo que implica qtte esta función ha sido conservada aparticipan en el mismo proceso en procariotes

través de toda la evolución y las poliaminas serian importantes para la biogénesis y /o ensamblado de
los ribosomas en todos los seres vivos.

2.-La sintesis de la pared es importante para el crecimiento celular de levaduras. Hasta el

momento no se habia descripto la participación de las poliaminas en Ia sintesis y/o estructura de la

pared de ningún organismo. salvo como parte estructural de la misma en algunas especies de coceos“.

Seria interesante comprobar si las poliaminas cumplen el mismo papel en otros organismos tanto

procarióticos como eucarióticos ya que debido a que la pared celular es un sitio de acción preferencial

de antibióticos y antiftingicos permitiría cl diseño de nuevos compuestos quimicos con dicha acción.

3.-El contenido endógeno de poliaminas, como el de sus enzimas biosintéticas, sufre

variaciones a lo largo del ciclo celular. con un pico marcado en fase 0127. Hasta el momento se

interpretó que este incremento preparaba a las células para entrar en fase S. Los resultados

presentados en este trabajo demuestran que las poliaminas son necesarias para el cumplimiento de

eventos especificos en fase G], como la septaeion. la regulación del tamaño celular, la localización y

aparición del brote celular. etc.. La participación de las poliaminas en eventos especificos de la fase G1
del cielo celular no habia sido descripta y aporta una nueva perspectiva en la comprensión de la función

de estos policationes en el control del ciclo celular.

Diversos metabolitos celulares pueden tener mas de una función en los seres vivos, por

ejemplo el K+ es importante para la sintesis de purinas. pirimidinas y proteinas y ademas participa en

el balance osmótieo de la celula. Algo semejante oCurriri'a con las poliaminas que cumplen más de un

papel fisiológico en los seres vivos. Estos policationes tendrian dos tipos de funciones: una estructural

como demuestran los estudios sobre el ensamblado y/o biogénesis de los ribosomas, la síntesis y/o

N187. ete. y otra regulatoria como se deduce de

su participación en el control del ciclo celular. la iniciación de la sintesis proteica en eucarioteslss, en
N49

estructura de la pared celular, la conformación del AD

el control estricto de la sintesis de AR etc.. Estas moleculas. debido a la flexibilidad de su

estructura quimica. pueden inleraccionar con varios componentes celulares; por otra parte su sintesis
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sc cncucnlra eslriclamcnlc regulada por la célula; lo que sugiere que estos compuestos serían

sumamcnlc importamos. cn la coordinación de dislímos procesos fisiológicos durante la proliferación
celular.
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