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Resumen 
Los tardígrados, también conocidos como “osos de agua”, son organismos 

microscópicos pluricelulares conocidos por su tolerancia a ambientes 

extremos entre los que destacan el sobrevivir a temperaturas altas (hasta 

151ºC), temperaturas por debajo del punto de congelación (-200ºC), la 

exposición a radiación ionizante (3-5 KGy) e incluso al efecto de vacío en el 

espacio, así como a la radiación cósmica. Se han realizado estudios para 

comprender los mecanismos que les confieren estas características, entre las 

condiciones estudiadas se encuentra la radiación gamma, ya que ésta tiene 

un efecto dual dentro de las células, causando rupturas de doble cadena del 

DNA y provocando la radiólisis de moléculas, lo que genera radicales libres 

(•OH), los cuales propician un ambiente oxidativo dentro de las células. El 

objetivo de este trabajo fue el analizar el efecto de la radiación gamma tanto 

en el DNA como en las proteínas del Hypsibius exemplaris, midiendo los 

niveles de la histona H2A.X como marcador de daño del DNA y los niveles de 

carbonilación mediante la derivatización de la 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 

por inmunodetección. La imnunodetección de la Histona H2A.X no reveló señal 

en ninguno de los grupos, esto sugiere que no hay una acumulación de daño 

al DNA, bajo las condiciones del ensayo. Por otro lado, en el caso de la 

detección de los niveles de carbonilación tampoco se observó un cambio 

significativo entre el grupo control y los grupos tratados con radiación bajo las 

condiciones utilizadas, lo que sugiere que existe un mecanismo que podría 

estar contrarrestando el efecto de las especies reactivas de oxígeno. En 

conclusión, los resultados sugieren que el tardígrado Hypsibius exemplaris 

podría no estar acumulando suficiente daño al DNA como para ser detectado, 

así como muestran una aparente tendencia a protección de sus proteínas ante 

la radiación gamma, lo cual sugiere un mecanismo que trabaja activamente en 

su estado activo el cual evita que proteínas sean oxidadas por las ROS 

generadas por   la radiación gamma. 

 

 



 

Summary 

The tardigrades, also known as "water bears", are multicellular microscopic 

organisms known for their tolerance to extreme environments, among which 

are survival at high temperatures (up to 151ºC), at temperatures below freezing 

(-200ºC), exposure to ionizing radiation (3-5 KGy) and even to the effect of 

vacuum in space, as well as to cosmic radiation. Several studies have been 

carried out to understand the mechanisms that give them these characteristics, 

among the studied conditions, it is important to analyze the role of the gamma 

radiation since it has a dual effect inside the cells and causes double-strand 

DNA breaks and radiolysis of the molecules, which generates free radicals (• 

OH), promoting an oxidative environment within the cells. The objective of this 

work was to analyze the effect of gamma radiation on Hypsibius exemplaris 

both DNA and proteins, measuring the levels of histone H2A.X as a marker of 

DNA damage and carbonylation levels through the derivatization of 4-

dinitrophenylhydrazine (DNPH) detected by immumodetection. 

Immunodetection of Histone H2A.X did not reveal any signal in any of the 

groups, suggesting that there is no accumulation of DNA damage under the 

conditions of the assay. On the other hand, in the case of the detection of 

carbonylation levels, no significant change was observed between the control 

group and the groups treated with radiation under the conditions of this test. In 

conclusion, the results suggest that the tardigrade H. exemplaris may not be 

accumulating enough DNA damage to be detected, as well as, although not 

conclusive, showing an apparent tendency for protection to proteins from 

gamma radiation, suggesting a mechanism that works actively in its active state 

which prevents proteins from being oxidized by ROS generated by gamma 

radiation.  
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Introducción 
1.1. Daño al DNA 
Las células para sobrevivir tienen que superar diversas condiciones de 

adversidad como lo es el daño al DNA (por factores endógenos y exógeno), 

tales como las especies reactivas de oxígeno y la radiación ionizante (IR, por 

sus siglas en inglés), y tienen el potencial de inducir daños reparables e 

irreparables (Gladyshev and Meselson 2008) (Pearl et al. 2015). Los daños 

más comunes al DNA incluyen los aductos de bases, inserción/deleción, mal 

apareamiento de sus bases, entrecruzamiento entre hebras, ruptura de una 

sola cadena (SSB, por sus siglas en inglés) y rupturas de doble cadena (DSB, 

por sus siglas en inglés) (Hosoya y Miyagawa 2014).  

 

1.1.1. Efecto de la radiación ionizante 
Las radiaciones ionizantes son aquellas radiaciones con energía suficiente 

para ionizar la materia, desplazando los electrones de sus estados ligados al 

átomo. Los tipos de la radiación ionizante son: alfa, beta, gamma, neutrones y 

rayos X, las cuales están presentes en nuestro ambiente en rocas, suelos, 

hasta en la radiación cósmica y en dispositivos médicos. Cada tipo de 

radiación es clasificada según su efecto (directo o indirecto) y su densidad 

ionizante [transferencia linear de energía (LET, por sus siglas en inglés)]. 

Dependiendo de la cantidad de energía transferida a la materia, la radiación 

se clasifica ya sea como LET alta (rayos alfa) o LET baja (beta y gamma). La 

acumulación de IR puede dañar de manera directa o indirecta al DNA. Por 

ejemplo, por la radiólisis del agua circundante para generar radicales hidroxilo 

altamente reactivos (•OH) los cuales forman parte de las especies reactivas 

del oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés; Friedberg et al. 2006; Desouky, 

Ding, and Zhou 2015). También causa SSB con la particularidad de que los 

sitios de ruptura tienen unido en su extremo 3’ un grupo fosfato o un grupo 

fosfoglicolato en lugar de tener un grupo 3’-OH (Henner et al. 1983; Henner, 

Grunberg, y Haseltine 1983). La lesión más severa inducida al DNA por la 

radiación ionizante son las DSBs, formadas por los múltiples sitios dañados 
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cercanos entre ellos y en ambas cadenas del DNA (Lomax, Folkes, y O’Neill 

2013), las cuales causan rearreglos cromosomales, mutaciones, deleciones e 

inestabilidad genómica en general. Las DSB son reparadas por dos vías 

principales: la recombinación homóloga (HR, por sus siglas en inglés) o por la 

unión de extremos no homólogos (NHEJ, por sus siglas en inglés; Figura 1; 

Mladenov et al. 2016). 

 
Fig. 1. Principales vías de reparación de DSB. Modificado de Mladenov (2016).  

Aquí se muestran las 2 principales vías de reparación celular ante el 

rompimiento de doble cadena por un lado está la HHR en la cual se restaura 

la integridad tanto genómica como de secuencia del DNA, por el otro esta la 

NHEJ en la cual se restaura la integridad genómica, pero hay alteraciones en 

la secuencia del ADN. 

 

1.1.2. Efecto de las especies reactivas de oxígeno 
El daño causado por las ROS incluye alteraciones en las bases del DNA 

(oxidación de la Guanina en el residuo 8) las cuales pueden causar mutaciones 

permanentes, carbonilación de proteínas o pérdida de grupos sulfhidrilo, 

llevando a la inactivación de enzimas y el incremento de la proteólisis y 

peroxidación de ácidos grasos de la membrana. Algunas enzimas 

antioxidantes tienen la capacidad de neutralizar el efecto de ROS 

convirtiéndolas a moléculas menos reactivas, entre ellas se encuentran las 

superóxido dismutasas, peroxidasas y catalasas, entre otras (Yu 1994).  
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1.2. Reparación del DNA 
Uno de los eventos iniciales después de la generación de DSB, consiste en la 

fosforilación de la variante de histona H2AX de mamíferos en el residuo 139, 

denominada gH2AX. Esta modificación se propaga de una manera 

bidireccional, aunque no necesariamente simétrica, sobre dominios grandes 

rodeando la lesión, abarcando de 1 a 2 kilobases (Kb) en mamíferos, y da lugar 

a los llamados “focos de reparación del DNA” (Iacovoni et al. 2010; Lee et al. 

2013). La gH2AX se genera por la cinasa ataxia talengiectasia-mutada (ATM) 

de la familia de cinasas de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K). En mamíferos, 

el mapeo a lo largo del genoma reveló que la actividad de ATM está 

relativamente restringida a las regiones que rodean las DSB que van desde 

aproximadamente de 2 a 10 kb (10, RiN). La cromatina sufre una rápida 

relajación dependiente de la poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) e 

independiente de H2AX/ATM inmediatamente después de la inducción de la 

DSB, seguido de una recondensación dependiente de H2AX/ATM (Burgess et 

al. 2014; Khurana et al. 2014; Kruhlak et al. 2006; Smeenk et al. 2013; 

Strickfaden et al. 2016). De manera importante, esta segunda condensación 

es requerida para la completa activación de la respuesta al daño del DNA 

(Burgess et al. 2014). Estos movimientos a gran escala pueden promover el 

uso de distintos sustratos y vías adecuadas de reparación, el 

secuestro/aislamiento físico del locus roto sin reparar y la señalización al 

citoplasma para obtener una respuesta celular adecuada (Marnef and Legube 

2017).  

 
1.2.1. Reparación homóloga 
La reparación homóloga (HR, por sus siglas en inglés) está altamente 

conservada, es un mecanismo de reparación libre de errores el cual opera con 

los mismos principios tanto en bacterias como en humanos. Los extremos de 

la DSB son reconocidos y procesados para generar extremos 3’ libres de 

cadena sencilla, a través de un proceso llamado resección de extremos de 
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DNA, (Figura 2). Las proteínas involucradas en la resección incluyen a Mre11, 

Rad50 y Nbs1, las cuales constituyen al complejo MRN. Mre11 tiene una 

actividad de endonucleasa de cadena sencilla dependiente de Mn2+, así como 

de actividad de exonucleasa 3’-5’ en DNA de cadena sencilla y doble (Paull 

2015). La dimerización de MRE11 es esencial para su activad, unión al DNA, 

y su interacción con Rad50 (G. J. Williams, Lees-Miller, and Tainer 2010; R. S. 

Williams et al. 2008) Rad50 posee actividad regulatoria de ATPasa y de 

adenilato kinasa, interactúa con el DNA y junto con Mre11 forman el núcleo del 

complejo MRN (G. J. Williams, Lees-Miller, and Tainer 2010). Rad50 estimula 

la unión al DNA y la actividad de nucleasa de Mre11 y facilita el anclaje al DNA 

del complejo MRN. NBS1 no tiene actividad enzimática reportada, pero su 

reclutamiento en la DSB es esencial para el reclutamiento y activación de ATM 

y la iniciación de la respuesta al daño del DNA (DDR, por sus siglas en inglés). 

Nsb1 tiene un dominio FHA (“Forkhead”-asociado) que se une a fosfopéptidos 

y un tándem de repetidos BRCT (Cáncer de Mama 1 Carboxilo Terminal) 

estructuralmente divergentes uniendo las actividades del núcleo de MRN a 

proteínas fosforiladas en respuesta al daño en DNA (Lloyd et al. 2009; R. S. 

Williams et al. 2009). Una proteína importante que interactúa con NBS1 a 

través de los dominios FHA/BRCT es la nucleasa CtIP (Figura 2). CtIP juega 

un papel esencial en la activación del complejo MRN y la iniciación de la 

resección (Eid et al. 2010; Makharashvili and Paull 2015). Datos recientes 

sugieren que CtIP controla la resección al redirigir la función de MRN: de 

sensor del daño en DNA a activador de resección (You and Bailis 2010). Como 

la actividad de nucleasa de MRN no puede generar los productos observados 

después de la resección en los DSB cuando son preparados para la HR, se 

cree que el papel de MRN se limita a las etapas iniciales del proceso de 

reparación, es decir solo se enfoca en realizar la resección inicial y la parte 

gruesa junto con otras nucleasas la lleva a cabo CtIP. En efecto, la actividad 

de la exonucleasa 1 (Exo1) y del complejo Dna2/BLM está implicado en la 

formación de los extremos 3’ libres de cadena sencilla. La Exo1 es reclutada 

al sitio de DSB por CtIP y actúa principalmente en DNA de doble cadena con 
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extremos 5’ libres, los cuales son productos probables del corte estimulado por 

CtIP a partir de los cortes de Mre11 (MRN) (Cannavo, Cejka, and 

Kowalczykowski 2013). El componente BLM del complejo Dna2/BLM, 

pertenece a la familia de las helicasas de RecQ las cuales utilizan ATP para 

desenrolla los extremos 3’ del DNA (Croteau et al. 2014). Este junto con Dna2, 

el cual muestra similitudes estructurales con la proteína RecB bacteriana, 

forman un complejo esencial para la formación de extremos 3’ libres de cadena 

sencilla en los sitios de DSB en eucariontes. La Dna2 tiene actividad tanto de 

endonucleasa 3’ en DNA de cadena sencilla (ssDNA, por sus siglas en inglés) 

como de helicasa, aunque solo la actividad de endonucleasa está implicada 

en la resección (Mimitou and Symington 2011; Yeeles and Dillingham 2010), y 

ésta es disminuida por el recubrimiento del ssDNA con la proteína de 

replicación A (RPA, por sus siglas en inglés) (Kim et al. 2005). El ssDNA 

recubierto por la RPA es el sustrato principal para el reclutamiento del 

intercambio de cadenas por las enzimas de recombinación, las recombinasas, 

y también está involucrada en otros aspectos de la DDR (H. Wang et al. 2001; 

Y. Wang et al. 1999). Las recombinasas esenciales en eucariontes son Dmc1 

y Rad51. Mientras Dmc1 está implicada en la recombinación meiótica, Rad51 

es la recombinasa esencial en la HRR en células mitóticas (Figura 2). El 

ssDNA recubierto por RPA generado en el paso de resección regula de 

manera negativa la unión del filamento de Rad51. Por lo tanto, una serie de 

proteínas mediadoras (Rad52, BRCA2, Rad54 y parálogos de Rad51) asisten 

al desplazamiento de RPA de los extremos 3’ libres de cadena sencilla. 

BRCA2 en eucariontes superiores y Rad52 en levadura, es un mediador 

principal en la HRR, se une al DNA formando un heptámetro y facilita la carga 

de los monómeros de Rad51 en el ssDNA reemplazando a RPA (Figura 2). La 

interacción del domino C-terminal TR2 de BRCA2 con Rad51 estabiliza el 

filamento de la nucleoproteína de Rad51, y una fosforilación CDK (ciclina 

dependiente de kinasa) dependiente de la serina 3291 (S3291), da el cambio 

molecular para la activación de la actividad de recombinasa de Rad51 (Esashi 

et al. 2005). BRCA2 es reclutada al sitio de DSB a través de BRCA1, el cual 
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une la cromatina de manera dependiente de ubiquitinación. BRCA1 también 

interactúa con PALB2, la cual se sabe que acompaña a BRCA1 (Prakash et 

al. 2015; Xia et al. 2006). Para la formación del filamento de Rad51, las 

proteínas mediadoras llamadas parálogos de Rad51 son muy importantes 

(Figura 2). Estas proteínas comparten una similitud de 20-30% con Rad51 

(Masson et al. 2001; Suwaki, Klare, and Tarsounas 2011) y están organizados 

en dos complejos proteicos diferentes los cuales intervienen en distintas 

etapas de la HRR: Rad51B-Rad51C-Rad51D-XRCC2 (BCDX2) y Rad51C-

XRCC (CX3) (Chun, Buechelmaier, and Powell 2013). Después de la 

formación del filamento de Rad51 y la invasión de cadena, la HRR puede 

seguir la vía de alineamiento de cadena dependiente de síntesis (SDSA, por 

sus siglas en inglés) o la vía de la reparación de la DSB (DSBR, por sus siglas 

en inglés), esto dependiendo si una o dos uniones de Holliday se forman 

acoplando uno o dos extremos de la DSB (Ip et al. 2008; Kaur, DeMuyt, and 

Lichten 2015; Symington and Holloman 2008). 

 
Fig. 2. Representación gráfica del mecanismo de la vía de HRR. Tomado de 

Mladenov (2016). En esta vía, el complejo MRN reconoce el DBS y junto a 

CtIP comienza la resección de los extremos, posteriormente se reclutan Exo1 

y el completo BLM/Dna2 para generar extremos 3’ y 5’ de cadena sencilla los 
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cuales serán protegidos por la proteína RPA y servirá para el reclutamiento de 

las recombinasas BRCA2, PALB2 y BRCA1, así como a Rad51, Rad52 y los 

parálogos de Rad51 para formar un filamento previo a la búsqueda de la 

secuencia homóloga.  

 
1.2.2. Reparación de extremos no homólogos. 
La unión de extremos no homólogos (NHEJ, por sus siglas en inglés) es otra 

de las maquinarias de reparación importantes para eliminar DSB. A 

comparación de la HR, la NHEJ no requiere la cromátide homóloga como 

templado para reparar DSB en el DNA (Bétermier, Bertrand, and Lopez 2014). 

Ku es la primera molécula que reconoce y se une a la DSB (Figura 3; 

Chiruvella, Liang, and Wilson 2013; Fell and Schild-Poulter 2015) esto debido 

a su extremadamente alta afinidad. Ku está compuesta de dos polipéptidos 

con tamaños de cerca de 70 y 86 kDa, estas tienen dominios bien 

caracterizados (Downs and Jackson 2004). No hay una actividad enzimática 

prominente asociada con Ku, pero reportes recientes indican que la unión de 

Ku a los extremos del DNA estimulan la actividad de la 5’-deoxiribosa-5’-

fosfato (5’-dRP) y la abásico, apúrico/aprimídico (AP) liasa, las cuales 

escinden los nucleótidos dañados cerca de los extremos del DNA (Roberts et 

al. 2010; N. Strande et al. 2012). La lisina 31 (K31) de Ku70 es el sitio primario 

de catálisis en la reacción nucleofílica, asistido por la lisina 160 (K160) y seis 

residuos de lisina adicionales de la subunidad Ku80 (N. T. Strande et al. 2014). 

La función principal de Ku en la NHEJ es la de reclutar al sitio de la DSB la 

subunidad catalítica de la proteína kinasa dependiente de DNA (DNA-PKcs, 

por sus siglas en inglés; Figura 3). El ensamble del complejo Ku/DNA-PKcs 

(DNA-PK) estimula la actividad de cinasa del complejo DNA-PK y orquestan la 

NHEJ (Davis, Chen, and Chen 2014; Hill and Lee 2010; Jessica A. Neal and 

Meek 2011; Radhakrishnan, Jette, and Lees-Miller 2014). Con cerca de 450 

kDa de peso molecular, DNA-PKcs es el miembro más grande de la familia de 

cinasas relacionadas a fosfatidilinositol-3-kinasa (PIKK, por sus siglas en 

inglés), la cual incluye a ATM y ATR (Kong et al. 2011). El complejo DNA-PK 
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fosforila a un arreglo de proteínas implicadas en la DDR y regula a la NHEJ y 

el procesamiento de la DSB. Sin embargo, el evento de fosforilación más 

importante mediado por la DNA-PKcs es su autofosforilación, lo cual es un 

paso crítico en el procesamiento de las DSB (J. A. Neal et al. 2014). La DNA-

PKcs tiene al menos dos regiones de autofosforilación las cuales van de los 

residuos 2023 al 2056 y del 2609 al 2647 y fueron denominados como regiones 

PQR y ABCDE, respectivamente (Uematsu et al. 2007). Hay evidencia de que 

la autofosforilación de la DNA-PKcs en la serina 2609 relaja su interacción con 

los extremos del DNA y facilita la unión de los extremos. En contraste, la 

autofosforilación de residuos de serina dentro de la región PQR inhibe el 

procesamiento de la DSB (Uematsu et al. 2007). 

El complejo DNA-PK está involucrado en la fosforilación y reclutamiento al sitio 

de la DSB de la nucleasa Artemisa (Moshous et al. 2001; Figura 3). Artemisa 

tiene actividad de exonucleasa de cadena sencilla 5’-3’ y actividad 

endonucleasa 5’ y 3’ dependiente de DNA-PKcs en horquillas y en extremos 

libres de cadena sencilla (Goodarzi et al. 2006; Inagaki et al. 2007; Niewolik et 

al. 2006). Durante la autofosforilación de la DNA-PKcs, se reclutan múltiples 

proteínas para actividades relacionadas con el procesamiento del sitio de 

ruptura con el fin de preparar los extremos para su ligación. Las polimerasas 

µ y l son miembros de la familia X de polimerasas de DNA y adicionan los 

nucleótidos faltantes en los extremos de la DSB (Daley et al. 2005; Paull 2005).  

La estructura cristalizada de la pol l sugiere que esta hace contacto con el 

grupo 5’ fosfato de la cadena de DNA y ayuda en la estabilización de ambos 

extremos de la DSB (Garcia-Diaz et al. 2004). La deoxinucleotidil transferasa 

terminal (TdT, por sus siglas en inglés), también conocida como DNA 

nucleotidiltransferasa (DNTT), cataliza la adición de nucleótidos en el extremo 

3’ de la molécula de DNA, sin la necesidad de un DNA como templado durante 

la NHEJ. La TdT muestra una mayor afinidad por extremos 3’ libres de cadena 

sencilla, pero esta también puede adicionar nucleótidos en extremos 3’ romos 

(Boubakour-Azzouz et al. 2012). 
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Todos estos pasos en el procesamiento de los extremos del DNA los hace 

compatibles para su ligación, una función que también es regulada por el 

complejo DNA-PK y es mediado por el módulo de ligación del DNA 

Ligasa4/XRCC4/XLF (Figura 3). A pesar de que XRCC4 y XLF no muestran 

homología alguna a nivel aminoacídico, sus estructuras tridimensionales 

muestran una muy alta similitud. Estas no tienen actividad enzimática conocida 

y se cree que su papel es de estabilizar los extremos del DNA. En efecto, 

reportes recientes sugieren que XLF estimula la ligación a través de una 

estructura de filamento de dímeros alternantes de XRCC4 y XLF los cuales 

sirven de puente entre los extremos del DNA (Andres et al. 2012; Roy et al. 

2015). Un nuevo integrante de la superfamilia XRCC4 fue identificado, el 

parálogo de XRRC4 y XLF (PAXX o C9orf142) es otro mediador importante de 

la NHEJ, el cual es reclutado al sitio de la DSB e interactúa directamente con 

Ku (Figura 3). PAXX promueve la ligación de los extremos del DNA de manera 

Ku dependiente (Ochi et al. 2015). 

 
Fig. 3. Representación gráfica del mecanismo de la vía de reparación de 

NHEJ. Tomada de Mladenov (2016). En esta vía, el DSB es reconocido por 

Ku70 y Ku80, las cuales van a reclutar a la DNA-PKcs la cual al autofosforilarse 

recluta a la nucleasa Artemisa, así como a las polimerasas µ y l, y a TdT para 

el procesamiento de los extremos del DSB para hacerlos compatibles. El DSB 
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posteriormente es estabilizado por el complejo Ligasa4/XRCC4/XLF y ligado 

por la ligasa PAXX. 

 
1.3. El efecto de radiación en organismos 
La unidad de medida de la radiación gamma se da en Grays (Gy). En 

mamíferos, dosis altas de radiación ionizante son letales. La dosis media letal 

(LD50, por sus siglas en inglés) es aproximadamente de 7 Gy en ratones y de 

4 Gy en humanos (Held 2006). En general, los procariontes exhiben una 

tolerancia mucho más alta a la radiación en comparación con los animales. 

Por ejemplo, la LD50 para Escherichia coli va desde los 50 hasta cientos de 

Gy dependiendo de la cepa. Sin embargo, casi todas las E. coli mueren cuando 

son irradiadas con 2 kGy (Byrne et al. 2014). Por otro lado, Deinococcus 

radiodurans, la cual es una de las bacterias más conocidas por su 

radiotolerancia, ya que ha sobrevivido sin perder viabilidad después de haber 

sido irradiada con 7 kGy de radiación gamma (Krisko and Radman 2010). 

Cuando D. radiodurans es irradiada, su DNA genómico sufre una violenta 

fragmentación, pero su DNA fragmentado es corregido rápidamente hasta que 

el genoma es recircularizado completamente por un extenso sistema de 

reparación del DNA (Zahradka et al. 2006a). Dentro de los animales, los 

rotíferos bdelloideos y las larvas de Polypedilum vanderplanki (quironómido 

dormilón) tienen la habilidad de entrar en anhidrobiosis; en este estado de 

deshidratación ellos pueden soportar algunos miles de Gy de radiación gamma 

(Gladyshev y Meselson 2008; Watanabe et al. 2006). Los tardígrados, 
metazoos microscópicos también  llamados “osos de agua”, conocidos por su 

mostrar una amplia tolerancia a condiciones extremas (desecación 

congelación, radiación) (Guidetti, Altiero, and Rebecchi 2011; Jönsson et al. 

2008; Møbjerg et al. 2011) son invertebrados pequeños de un tamaño de entre 

0.1 a 1 mm (Schokraie et al. 2012) y están distribuidos ampliamente en todo 

el mundo bajo diferentes condiciones ambientales (Horikawa et al. 2006).  

 
1.4. Tardígrados. 
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Los tardígrados son invertebrados acuáticos descubiertos por el zoólogo 

alemán Goeze en 1773. Su cuerpo va de 0.1-1.2 mm de largo, tienen simetría 

bilateral con una cutícula quitinosa compuesta por 5 segmentos; uno de ellos 

es la cabeza y los otros 4 son segmentos del tronco con un par de patas en 

cada uno de ellos (G. Mayer et al. 2013; Figura 4). Son organismos tanto de 

agua dulce como marinos y también pueden ser encontrados en películas de 

agua sobre musgos y líquenes también conocidos como ambientes limno-

terrestres (Ramazzoti and Maucci, 1983). Debido a que su movimiento es lento 

fueron denominados Tardigrada, del latín tardigradus, de caminar lento, por 

Spallanzani en 1776. Los tardígrados tienen su propio filo llamado Tardigrada, 

junto con los filos Artropoda y Nematoda, forma parte del superfilo Ecdizosoa. 

La cercana posición filogenética de los tardígrados con dos de los 

invertebrados modelo mejor estudiados, Caenorhabditis elegans (nemátodo) y 

Drosophila melanogaster (artrópodo), lo hace un modelo muy atractivo para el 

estudio de mecanismos moleculares de evolución y desarrollo (Mali et al. 

2010). En estudios basados en sus capacidades de tolerancia se ha observado 

que tienen una tolerancia muy alta a diferentes tipos de radiación: ~5000 Gy 

de radiación Gamma (Horikawa et al. 2006), Rayos X (May et al., 1964), 

partículas alfa (Horikawa et al. 2006), protones (Nilsson, Jönsson, and Pallon 

2010) y radiación UV (Altiero et al. 2011), entre otros factores tanto físicos 

como químicos. Sin embargo, los mecanismos directamente implicados en 

estas capacidades de supervivencia a tales condiciones no han sido 

dilucidados. Las especies más estudiadas pertenecen a la categoría ecológica 

de los limno-terrestres. La única especie de tardígrado no limno-terrestre que 

ha sido utilizado para estudios con radiación y hasta el momento es la especie 

de agua dulce Hypsibius exemplaris. 
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Fig. 4. Imagen de H. exemplaris con el alga Chlorococcum sp en su estómago. 

Glime (2013) 

 
Fig. 5. Posición evolutiva de los tardígrados. Tomado de Gabriel et al. (2007). 

Los tardígrados tienen su propio filo llamado Tardigrada, junto con los filos 

Artrópoda y Nematoda, forma parte del superfilo Ecdizosoa.  

 

2. Antecedentes directos 
Los estudios sobre el daño al DNA por radiación y su reparación en tardígrados 

son relativamente escasos. Estudios del efecto de la radiación gamma en 

tardígrados muestran que estos poseen una gran tolerancia a este tipo de 

radiación. E. Beltrán-Pardo et al. (2015) caracterizo la tolerancia de H. 

exemplaris a la radiación gamma (LD50/48 4200 Gy) y de manera interesante 
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encontraron que su tolerancia es parecida a la mostrada por tardígrados como 

Milnesium tardigradum (5000 Gy) y Richtersius coronifer (3500 Gy; Jönsson, 

Harms-Ringdahl, and Torudd 2005). Así mismo, los autores encontraron que 

los tardígrados son tolerantes a la radiación, incluso en las etapas iniciales del 

desarrollo (Beltrán-Pardo et al, resultados no publicados). De manera 

semejante, existe una diferencia en la tolerancia a la radiación en estado 

desecado y en estado hidratado, Horikawa et al. (2006) compararon el efecto 

de la radiación Gamma para la supervivencia a corto plazo en ambos estados 

y observaron diferencias significativas en la supervivencia a partir de las 2 hrs 

post-irradiación con dosis superiores a los 6000 Gy, donde los organismos 

hidratados mostraron una mayor supervivencia en comparación con los 

desecados a estas dosis. 

Contribuyendo al esfuerzo por entender los mecanismos detrás de la alta 

tolerancia de estos organismos a la radiación, algunos reportes han indicado 

que la expresión de diversas proteínas (HSP70; Jönsson and Schill 2007; 

RAD51; Beltrán-Pardo et al. 2013; proteína fotoliasa; Horikawa et al. 2013) y 

transcritos (familia DNAJ; Förster et al. 2012) han mostrado alta expresión 

durante condiciones de estrés en tardígrados, sin embargo, los estudios no 

son concluyentes en términos de su asociación directa como medio por el cual 

se da la tolerancia. Por otro lado, el análisis de la secuenciación del genoma 

completo de Ramazottius varieornatus (Hashimoto et al. 2016) se identificó 

una proteína supresora de daño (denominada Dsup), la cual al ser expresada 

en cultivos de células HeLa y tratados con radiación ionizante observaron que 

el daño al DNA producido disminuyo un 40% en comparación con el control 

(células Hela irradiadas sin transfectar; Hashimoto et al. 2016).  

Por otros lado, Neumann et al. (2009) realizaron ensayos cometa en M. 

tardigradum encontrando que estos acumulan daños en el DNA cuando pasan 

tiempos prolongados en estado desecado y una vez que son rehidratados este 

daño va siendo reparado. Horikawa et al. (2013), determinaron que R. 

varieornatus expuesto a UVC sufre daño en su DNA y puede repararlo en 18 

horas postexposicion, tanto en condiciones de luz como de oscuridad. Por otro 
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lado, Rebecchi et al. (2009) midieron el daño al DNA y los resultados parecen 

indicar que el principal agente causal de daño al DNA son las ROS cuando los 

tardígrados se encuentran en estado desecado  y los únicos agentes de estrés 

son la humedad relativa y la temperatura. En cuanto a organismos similares, 

en rotíferos bdelloideos o en el Polypedilum vanderplanki el daño generado 

por la desecación en DNA y reparación es una adaptación evolutiva para 

sobrevivir episodios de desecación la cual es característica de su hábitat 

natural (Gladyshev y Meselson 2008). Sin embargo, no se han hecho estudios 

que midan el daño y reparación al DNA en tardígrados expuestos a radiación 

gamma en dosis agudas y/o fraccionadas. De acuerdo al estudio de Hashimoto 

et al, 2016, y Hashimoto y Kunieda (2017) se sugiere que el DNA en 

tardígrados es protegido de alguna forma de los efectos de la radiación. Sin 

embargo, no hay confirmación a nivel molecular. Solamente se ha visto mayor 

supervivencia en células humanas cuando éstas expresan la proteína Dsup de 

tardígrado y que la proteína Dsup parece tener afinidad al DNA y se localiza 

en el núcleo de células humanas.  

Por otro lado, estudios en D. radiodurans demostraron tanto el efecto  directo 

como el efecto indirecto de la radiación gamma (producción de ROS); 

Zahradka et al. (2006) observo que con 7 Gy aunque el DNA se degrada, este 

es reparado 4.5 hrs post-irradiación, recuperando asi su integridad. Por otro 

lado,  Krisko y Radman (2010) observaron que a dosis no letales, D. 

radioduranstiene la capacidad de contrarrestar los efectos de las ROS ya que 

el nivel de carbonilacion de proteinas es minimo, lo cual sugiere que el 

mecanismo de esta bacteria para contrarrestar los efectos de la radiación 

gamma es la protección a su proteoma, entre estas proteinas las de repacion 

tienen un papel crucial para poder reparar y restaurar su integridad genómica. 

Finalmente, Beltrán Pardo y colaboradores, encontraron mediante estudios de 

fraccionamiento de la radiación gamma en el tardígrado H. exemplaris, que 

estos animales al ser expuestos a una dosis aguda de 500 Gy tienen mayor 

supervivencia que al ser expuestos a fracciones de 100 Gy*5 con 24 h de 

recuperación (resultados no publicados). Esto indica que parecen tener un 
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límite de tolerancia al daño acumulado. Similar a lo descrito por Gladyshev y 

Meselson (2008) con rotíferos. Esto sugiere que la formación de ROS es el 

principal factor y que este puede afectar DNA y proteínas.  

 

3. Justificación 
Estudiar el efecto de ROS en las proteínas (carbonilación) y en el DNA 

(oxidación de la guanina y consecuente rompimiento de las 2 cadenas 

reflejado en incremento en los niveles de fosforilación de la H2A.X) en el 

tardígrado H. exemplaris es esencial y podría contribuir al entendimiento de 

los mecanismos mediante los cuales estos animales sobreviven a la radiación. 
 

4. Hipótesis 
H. exemplaris posee como mecanismo de supervivencia a altas dosis de 

radiación: 

1) Un sistema de protección al DNA el cual disminuye el daño. 

2) Un sistema que protege las proteínas y esto permite la sobrevivencia. 

3) Una combinación de protección al DNA y a las proteínas.  

 

5. Objetivos 
5.1. Objetivo General 
Determinar el daño al DNA y proteínas en H. exemplaris ante radiación 

Gamma en dosis fraccionada y aguda. 

 
5.2. Objetivos Específicos 

1) Montaje del cultivo de H. exemplaris 

2) Determinar los niveles de la histona H2AX, como marcador de daño al 

DNA en H. exemplaris, ante exposición a dosis fraccionadas y agudas 

de radiación gamma (500 y 5x100 Gy). 

3) Determinar los niveles de carbonilación en las proteínas de H. 

exemplaris, ante exposición a dosis fraccionadas y agudas de 

radiación gamma (500 y 5x100 Gy). 
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6. Estrategia Experimental 

  
 
7. Materiales y métodos 
7.1. Cultivo de Chloroccocum sp. 
Chlorococcum sp. es utilizada principalmente para alimentar al tardigrado H. 

exemplaris y fue cultivado según el protocolo propuesto por McNuff (2007). El 

cultivo se llevó a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 ml. Como medio de 

cultivo se utilizó agua bidestilada estéril a la cual se le adicionó el fertilizante 

comercial líquido Bayfolan forteâ, el cual previo a su uso fue esterilizado por 

filtración y se diluyeron 200 µl en 1 lt de agua bidestilada estéril, con un 

volumen de 150 ml de medio de cultivo. Ya que las algas necesitan una 

luminosidad de al menos 2000 luxes, el cultivo se llevó dentro de un 

condensador de luz con focos de 1200 luxes cada uno, se llevó a una 

temperatura de 25ºC. Los tiempos de cosecha se realizaron cada 3 semanas, 

la cosecha se hizo en esterilidad tomando con una pipeta toda el alga que se 

encontraba en el fondo y poniéndola en tubos Falcon de 15 ml, los cuales se 

dejaban reposando 16 hr para concentrar el alga en el fondo. 
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7.2. Cultivo de tardigrado H. exemplaris. 
Los cultivos de H. exemplaris (Z151, Sciento, UK, https://www.sciento.co.uk) 

fueron cultivados según el protocolo propuesto por McNuff (2007). Para el 

cultivo de H. exemplaris se utilizaron cajas de Petri P35 con agua bidestilada 

estéril y se alimentaron con 50 µl de concentrado de alga, el tiempo de 

duplicación de población es de 3 semanas. Una vez establecido el cultivo en 

cajas de Petri se llevó un cultivo en matraz Erlenmeyer con 150 ml de medio 

Chalkley (soluciones stock: NaCl 2g, KCl 0.08g, CaCl2 0.12g en 1 lt) más 

extracto de suelo (5ml de cada solución stock, 20 ml de extracto de suelo y se 

afora a 1 lt; McNuff, 2007) y el alga Chloroccocum sp (4 ml de concentrado) 

como alimento. El cultivo de H. exemplaris se mantuvo a 14ºC en una 

enfriadora de vinos, la cual es una temperatura óptima para la producción y 

eclosión de huevos, con fotoperiodo de alrededor de L:S de 14-10 hrs en un 

lugar con sombra. 

 

7.3. Extracción de proteínas 
En las primeras condiciones del ensayo se adicionaron 35 µl de buffer Laemmli 

+ 2µl de Quitinasa (c6137, Sigma, U.S.A), se incubó 30 min a 27ºC y 

posteriormente se sonicó por 10 seg a 45%, se centrifugó a 10,000 rpm por 10 

min. 40 µl de muestra se fue colocada en 1 carril de un gel de acrilamida el 

10%, y la electroforesis se realizó por 1 hr a 100 V, el gel se tiño con azul de 

Coomassie por 20 min y se destiñó por 2 hrs, en este caso no se obtuvo 

proteína (resultados no mostrados).                                      

Para optimizar condiciones, en el siguiente ensayo, se partió de un volumen 

inicial de 20 µl y se adicionaron 10 µl de Quitinasa + 6 µl de RIPA Mix (Tris-Hcl 

pH: 8 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Desoxicolato Na+ 0.5%, Triton 1%, 

Completeâ) y se incubó 1 hr a 37ºC, después se adicionaron 14 µl de buffer 

RIPA y se incubó por 30 min en hielo. Posteriormente se centrifugó a 10,000 

rpm por 10 min, se recuperó el sobrenadante y se adicionaron 20 µl de buffer 

Laemmli + 30µl de agua bidestilada y 5 % del volumen final de 2-
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betamercaptoetanol. Por ultimo, Se tomó 1 ml del matraz con tardígrados y se 

pusieron en una caja de Petri P35 y se rellenó con agua bidestilada estéril; con 

una pipeta se contaron y se separaron 2000 en otra caja de Petri P35 para 

separarlos del alga y se dejaron 2 días sin comida. Posteriormente se pasaron 

a un microtubo de 1.5 ml, se dejaron sedimentar por 1 hr en agitación, se retiró 

la mayor parte del agua dejando 20 µl y se adicionaron 14 µl de quitinasa 

dejándola actuar por 1 hr a 37ºC. Para la lisis se adicionó buffer ripa y se incubó 

por 30 min en hielo, después se dieron 3 ciclos de congelación/descongelación 

de 2 min cada uno, seguido de una microhomogeinización con el motor 

inalámbrico kimble (Sigma-aldrich, Z359971) por 30 seg. Después la muestra 

se centrifugó a 10,000 rpm por 10 min y se recuperó el sobrenadante. Para 

cuantificar las muestras se utilizó el método de Bradford (Bradford 1976). 

 

7.4. Determinación de los niveles de la histona H2A.X por 
inmunodetección.  
Se seleccionaron tardígrados en 3 grupos y se realizó el ensayo de 

inmunodetección con 3 grupos: control, dosis aguda de 500 Gy e irradiados 

con dosis fraccionada 100 Gy*5 (por 5 dias). Posteriormente se realizó la 

extracción de proteínas. 

Se cargaron 50 µg de cada muestra en un gel de acrilamida al 12%, las 

muestras corrieron a 120 V por 1 hr, se hizo transferencia a una membrana de 

PVDF en cámara húmeda a 200 mA por 1 hr, la membrana fue teñida con rojo 

de Ponceau para corroborar la transferencia, se bloqueó la membrana con 

leche al 5% por 1 hr, posteriormente se incubó con  el anticuerpo primario, anti-

histona H2A.X (07-164, Millipore, U.S.A) a una dilución de 1:1000 con 10% de 

BSA toda la noche a 4ºC, se dieron 3 lavados de 5min con TBS-T, se incubó 

el anticuerpo secundario anti conejo (W4018, Promega, U.S.A) a una dilución 

1:10,000 por 1 hr a temperatura ambiente, finalmente, se dieron 3 lavados de 

5 min con TBS-T (Trisma 13.9 g, NaCl 87.66 g, Tris-HCl 60.6 g,1% Tween 20 

por 1 lt), se agregaron los sustratos quimioluminiscentes y se reveló en cuarto 

oscuro.  
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7.5. Determinación de los niveles de Carbonilación. 
Para este ensayo, se utilizó el kit OxyblotTM para detección de proteínas 

oxidadas (S7150, Millipore, U.S.A). En un microtubo de 1.5 ml se cargaron 20 

µg de proteína (~300 organismos) preferentemente en un volumen inicial de 5 

µl, se tomaron 2 alícuotas de cada muestra. Se desnaturalizaron las muestras 

adicionando 5µl de SDS al 12% para tener una concentración final del 6%. De 

las 2 alícuotas de cada muestra, una fue sujeta a derivatización con 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH), el cual sirvió como control positivo y para el 

control negativo esta muestra fue tratada con la solución control (Buffer sin 

DNPH), adicionando 10 µl de cada reactivo y se incubaron por 15 min a 

temperatura ambiente, pasado este tiempo se adicionan 7.5µl de la solución 

de neutralización en ambos tubos junto con 2-betamercaptoetanol en una 

concentración final de 0.74 M. Después, las muestras fueron cargadas en un 

gel de poliacrilamida al 10%, y la electroforesis se realizó a 100 V por 1 hr, 

posteriormente se hizo la transferencia a una membrana de PVDF en cámara 

húmeda a 300 mA por 1 hr, la membrana se incubó por 1 hr a temperatura 

ambiente en buffer de bloqueo/dilución (1% BSA/PBS-T) en agitación, esto 

seguido de la adición del anticuerpo anti-DNPH en una dilución 1:150 y se 

incubó 1 hr a temperatura ambiente en agitación, se dieron 3 lavados a la 

membrana con PBS-T 1X uno de 15min y 2 de 5 min. El anticuerpo secundario 

se preparó en una dilución 1:300 y se incubó por 1 hr a temperatura ambiente 

en agitación, se dieron 3 lavados a la membrana con PBS-T 1X uno de 15 min 

y 2 de 5 min, se adicionaron los sustratos quimioluminiscentes y se reveló en 

cuarto oscuro. 

 

7.6. Determinación de los niveles de a-tubulina por inmunodeteción. 
En un gel de acrilamida al 10% y usando como control positivo un extracto de 

proteínas de G. duodenalis, se cargaron 20 µg de proteína dejando un carril 

vacío entre cada muestra, la electroforesis se realizó por 1 hr a 100 V. 

Posteriormente se realizó la transferencia a una membrana de nitrocelulosa 



 20 

por 1 hr a 300 mA en cámara húmeda, se tiño con rojo de ponceau para 

corroborar la transferencia y se bloqueó la membrana con leche al 10% y se 

incubó 1 hr en agitación. La membrana se lavó 3 veces con TBS-T por 5 min 

y se adicionó el anticuerpo TAT-1 (Woods et al. 1989) en una dilución 1:15,000 

con 1% de leche y se incubó en agitación toda la noche a 4ºC, se lavó la 

membrana 3 veces con TBST-T por 5 min, se adicionó el anticuerpo 

secundario anti-ratón (Promega, W402B) en una dilución 1:30,000 y se incubó 

por 1 hr en agitación a temperatura ambiente, se lavó 3 veces con TBS-T por 

5 min, se adicionaron los sustratos quimiolunimiscentes y se reveló en cuarto 

oscuro. 

 
 
 
 
8. Resultados 
8.1 Cultivo H. exemplaris 
Los tardígrados H. exemplaris fueron cultivados según el protocolo propuesto 

por McNuff (2007), durante el periodo de aclimatación y establecimiento del 

cultivo este se llevó a cabo en cajas de Petri P35, fueron alimentados con el 

alga Chloroccocum sp (Figura 6),  

 
Fig. 6. Cultivo de Chorococcum sp. En la imagen se observa el condensador 

de luz el cual consta de 2 focos y de una superficie reflejante de aluminio, 

también se observan 4 matraces en los cuales se aprecia crecimiento del alga 

al fondo de estos. 
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Para el caso de los tardígrados, los organismos se cultivaron cajas P35  y en 

matraz Erlenmeyer de 250 ml con medio de cultivo de Chalkley’s, todo esto a 

14ºC.  (Figura 7). 

 
Fig. 7. Cultivo de Hypsibius exemplaris. En la imagen de puede observar un 

ejemplar adulto, un organismo durante un desove y una cutícula con huevos. 

 

8.2. Extracción de proteínas 
En el tiempo que aumentaba el número de organismos en el cultivo de H. 

exemplaris se llevó a cabo la estandarización de la extracción de proteínas 

con tardígrados Milnesium sp. extraídos de una muestra de musgo 

proporcionada por el Dr. Jönsson, la cual se puso a rehidratar con agua 

bidestilada en un embudo provisto de una malla y un tuvo Falcon de 15 ml, se 

dejó en agitación por 8 hrs, pasado el  tiempo se retiró el exceso de agua y lo 

que sedimento en el tubo falcon fue puesto en una caja de Petri P100 para 

poder separar a los Milnesium para la posterior extracción de proteínas, el 

ensayo se realizó como se describe en la metodología, todos los ensayos en 

este caso fueron con 400 organismos; de esta muestra se tomaron 40 µl 

(~10µg) en un gel de acrilamida el 10% y se tomó como control de extracción 

una muestra de Giardia duodenalis de la cual se cargaron 20 µg, 30 µg, 40 µg 

y 50 µg, las muestras corrieron por 1 hr a 100 V, el gel se tiñó con azul de 

Coomassie por 20 min y se destiñó por 2 hrs, en este ensayo se observaron 

algunas bandas en el gel como se observa en la figura 8. 
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Fig. 8. Electroforesis en gel SDS PAGE AL 10% de proteínas de Milnesium sp 

y G. duodenalis. En el carril 2 se observa las proteínas totales de 400 

tardígrados de Milnesium sp, en los carriles 3-6 se muestra cantidades 

crecientes de proteína de extracto de proteínas de G. duodenalis como control 

de extracción. Carril 1: Marcador de peso molecular (NEB, prestained protein 

marker, broad range 7-175).    
 

Para corroborar que el bandeo obtenido en el carril con extracción proteica de 

tardígrados y que con esas condiciones era reproducible la extracción, se 

repitieron la extracción con estas condiciones. Para este ensayo de igual 

manera se tomaron 40 µl (~10µg) de muestra y se corrieron en un gel de 

acrilamida el 10% y se tomó como control de extracción una muestra de G. 

duodenalis de la cual se cargaron 20 µg dejando un carril libre entre las 

muestras para descartar contaminación del carril adyacente, las muestras 

corrieron por 1 hr a 100 V, el gel se tiñó con azul de Coomassie por 20 min y 

se destiñó por 2 hrs, en este ensayo se volvieron a observar varias bandas en 

el carril con proteína de tardígrados como se observa en la figura 9. 
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Fig. 9. Electroforesis en gel PAGE 10%-SDS de proteínas de Milnesium sp y 

G. duodenalis. En el carril 2 se observa la extracción de total de proteínas de 

400 tardígrados Milnesium sp, en el carril 4 se cargó 20µg de proteína de G. 

duodenalis como control de extracción. Carril 1: Marcador de peso molecular 

(NEB, prestained protein marker, broad range 7-175).  

 

Para contar con un control de carga, se decidió realizar un ensayo de 

inmunodetección, en este caso para la proteína de citoesqueleto a-tubulina, al 

no haber anticuerpos comerciales disponibles para tardígrado para realizar 

este ensayo se utilizó el anticuerpo anti-a-tubulina TAT-1 (00020911, Sigma-

Aldrich, U.S.A) el cual se generó contra la a-tubulina de Trypanosoma brucei. 

Para evaluar las posibiliddes de reconocimiento, que previo a la 

inmunodetección, se realizó un alineamiento de las secuencias aminoacídicas 

de la a-tubulina de T. brucei, de G. duodenalis (ya que en nuestro laboratorio 

se ha utilizado el anticuerpo en esta especie), de H. exemplaris, así como las 

de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster ya que son los 

organismos evolutivamente mas cercanos a los tardigrados; de este 

alineamiento se encontró que las secuencias de T. brucei y de H. exemplaris 

tienen una identidad del 81%, por lo tanto, se procedió a realizar el ensayo 

(Figura 10).  
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Fig. 10. Alineamiento de la proteína a-tubulina de diferentes organismos 

modelos para ver el nivel de conservación entre estas. Los números de acceso 

de las proteínas usadas son: T. brucei AAA30262.1, G. intestinalis 

ESU44180.1, H. exemplaris OQV22293.1, D. melanogaster NP_476772.1, C. 

elegans CAB03001. En el alineamiento, los recuadros rojos con letras blancas 

marcan los residuos conservados y los recuadros con perímetro azul y letras 

rojas marcan residuos ligeramente conservados, con características químicas 

similares. El alineamiento basado en la estructura secundaria se realizó 

utilizando el programa ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ ), en 

donde se alimentó un alineamiento previamente realizado con el programa 

ClustalW.  
 

De igual manera se tomaron 40 µl (~10µg) de la muestra y fue cargado en un 

gel de acrilamida al 10% y se tomó como control positivo extracto de proteínas 

de G. duodenalis de la cual se cargaron 20 µg de proteína, el ensayo se realizó 

como se describe en la metodología y como se observa en la figura 11, dicho 

anticuerpo permitió la identificación de una banda en un peso de 55KDa el cual 

corresponde con el tamaño esperado para la a-tubulina. 

 
Fig. 12. Inmunodetección de a-tubulina en Milnesium sp y G. duadenalis. 

Empleando el anticuerpo anti a-tubulina contra Trypanosoma con extracto de 

proteínas de proteínas de Milnesium sp y G. duodenalis, en el carril 2, se 

muestra las proteinas de Milnesium sp, en el carril 4, se muestra proteína de 

G. duodenalis como control de detección. Carril 1: Marcador de peso molecular 

(NEB, prestained protein marker, broad range 7-175). Se corrieron geles 

SDS_PAGE al 10%.  
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Cuando ya se contaba con un cultivo basto de H. exemplaris, se realizó el 

ensayo de inmunodetección con extracto proteico total de H. exemplaris bajo 

las mismas condiciones del experimento anterior y utilizando como control de 

carga el extracto proteico de células HeLa. Como se observa en la fig. 11, la 

señal detectada de la tubulina en H. exemplaris es muy tenue por lo que se 

decidió adicionalmente, usar como control de carga gel tenido por Coomassie 

(Figura 11). 

 
Fig. 11. Inmunodetección de a-tubulina en H. exemplaris y células HeLa. 

Empleando el anticuerpo anti a-tubulina contra Trypanosoma con extracto de 

proteínas de H. exemplaris y células HeLa, el carril 2, grupo control no irradiado 

de tardígrados, el carril 3, grupo irradiado con dosis aguda (500 Gy), el carril 

4, grupo irradiado con dosis fraccionada (5X100 Gy), el carril 5 esta vacío, el 

carril 6, control no irradiado de células HeLa y el carril 7, grupo irradiado con 2 

Gy de células HeLa. Carril 1: Marcador de peso molecular (NEB, prestained 

protein marker, broad range 7-175). Se corrieron geles SDS_PAGE al 12%.

  

 
Fig. 12. Gel SDS PAGE teñído con azul de Coomassie de proteinas de H. 

exemplaris y células HeLa. El carril 2, grupo control no irradiado de 
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tardígrados, el carril 3, grupo irradiado con dosis aguda (500 Gy), el carril 4, 

grupo irradiado a dosis fraccionada (5X100 Gy), el carril 5 quedó libre, el carril 

6, control no irradiado de células HeLa y el carril 7, grupo irradiado con 2 Gy 

de células HeLa. Carril 1: Marcador de peso molecular (NEB, prestained 

protein marker, broad range 10-230). La electroforesis fue realizada en geles 

SDS_PAGE al 12%. 
 

8.3. Detección de la Histona H2A.X 

Previo a la detección de la histona se hizo un alineamiento de las secuencias 

aminoacídicas de la histona H2A.X de Humano con la de H. exemplaris, así 

como con la secuencia de D. melagonaster, esto debido a que no hay 

anticuerpos comerciales específicos para tardígrados. Este alineamiento 

reveló un 63% de identidad, y en la fig. 12, se observa que H. exemplaris tiene 

conservado el dominio SQ, el cual es el que se fosforila cuando hay daño al 

DNA (Figura 13). 

 
Fig. 13. Alineamiento histona H2A.X de diferentes organismos. Los números 

de acceso de las proteínas usadas son: H. sapiens NP_002096.1, H. 

exemplaris OWA54131.1, D. melanogaster NP_001262997.1. El alineamiento 

basado en la estructura secundaria se realizó utilizando el programa ESPript 

3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ ), en donde se alimentó un 

alineamiento previamente realizado con el programa ClustalW. 
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Para la estandarización de las condiciones para la detección de la histona 

fosforilada con el anticuerpo comercial se utilizaron células HeLa, las cuales 

fueron irradiadas con 2, 4 y 6 Gy de rayos X, los cuales tienen un efecto similar 

al de la radiación gamma, a las células se les dieron las distintas dosis de 

radiación X y se procesaron 20 min postirradiación. La concentración de 

proteínas fue determinada por el método de Bradford y 50 µg de cada muestra, 

se siguió la metodología previamente descrita y como podemos observar en 

la figura 14 se observan bandas en los grupos irradiados sobre los 15 KDa lo 

cual concuerda con el peso esperado para la histona H2A.X, mientras que el 

control no irradiado (C) no presenta señal.  

 
Fig.14. Inmunodetección histona H2A.X en células HeLa. Empleando el 

anticuerpo anti-histona H2A.X contra humano con extractos de proteína de 

células HeLa, el carril 2, grupo control no irradiado, el carril 3, células irradiadas 

con 2 Gy, el carril 4, células irradiadas con 4 Gy y el carril 5, células irradiadas 

con 6 Gy. Carril 1: Marcador de peso molecular (NEB, prestained protein 

marker, broad range 7-175). Se corrieron geles SDS_PAGE al 12%.  

 

Una vez estandarizada la extracción de proteínas y las condiciones para la 

inmunodetección, y ya con el cultivo de los tardígrados H. exemplaris 

optimizado con una duplicación de población de entre 2 y 3 semanas.  Se 

realizó la detección del daño causado por la radiación gamma, se designó 

como dosis aguda 500Gy y la dosis fraccionada 5x100 Gy con un periodo de 

recuperación de 24 hrs. Para esto, se tomaron grupos de 3500 organismos 

para cada condición a irradiar y se llevaron al Instituto de Ciencias Nucleares 

de la UNAM y fueron irradiados con una fuente de Co60 (fotones con una 

energía de 1.2MeV). Las muestras fueron procesadas 15 min después de ser 
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irradiadas con el protocolo previamente descrito, obteniendo alrededor de 

0.5µg/µl teniendo un total de 75 µg). Al ver que los rendimientos de la 

extracción eran muy bajos se evaluó concentrar las proteína, esto se hizo 

probando 2 metodologías la primera fue con acetona y los resultados 

mostraron que al resuspender la pastilla de tardígrados había pérdida del 

~65% de proteína (concentración inicial: 387µg, concentración final: 136 µg); 

la segunda fue con ácido tricloroacético y los resultados fueron similares solo 

que en este caso la pastilla era difícil de resuspender y la perdida era de ~55% 

(concentración inicial: 387 µg, concentración final: 202 µg). En ensayos 

posteriores se logró mejorar los rendimientos de extracción para evitar la 

precipitación de proteínas y evitar pérdidas, logrando ahora obteniendo en 

promedio 2 µg/µl teniendo un total de 300 µg. De estas muestras se cargaron 

50 µg y como control positivo se cargaron 20 µg de muestras de células HeLa, 

se siguió el protocolo previamente descrito, mientras no se observan bandas 

en el peso de 15 kDa en las muestras de H. exemplaris, para el control positivo 

si, bandas de 15 kDa en extracto proteico de células HeLa (resultados no 

mostrados). 
  

8.4 Detección de los niveles de carbonilación en proteínas 
Para detectar proteínas carboniladas, se usó el kit comercial y como control 

positivo se usaron las células Hela. En eppendorf de 1.5 ml se colocaron 20 

µg de proteína, se tomaron 2 alícuotas de cada muestra (radiación aguda y 

fraccionada). Las muestras se desnaturalizaron mediante la adicion de SDS al 

12% para tener una concentración final del 6%. De las 2 alícuotas de cada 

muestra una fue sujeta a derivatización con DNPH el cual sirvió como control 

positivo y para el control negativo se trato con la solución control (no contiene 

DNPH), y se incubaron por 15 min a temperatura ambiente, después se 

adicionó la solución de neutralización en ambos tubos junto con 2-

betamercaptoetanol en una concentración final de 0.74 M. Posteriormente,  las 

muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 10%, y la 

electroforesis y transferencia del gel a membrana y la inmunodetección 
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correspondiente con el anticuerpo que reconoce a DNPH fue realizado como 

se describió en la metodología. Como se observa en la figura 15, se ve un 

barrido más oscuro en el carril de la muestra de células HeLa irradiada con 6 

Gy en comparación con el carril de la muestra no irradiada, lo cual indica que 

hay un basal de carbonilación en células no tratadas. 

  
Fig. 15. Detección de niveles de carbonilación en células HeLa. En el panel 

izquierdo: empleando el anticuerpo anti-DNPH con extractos de proteína de 

células HeLa, el carril 2 células control no irradiadas tratado con DNPH, el carril 

3, células control no irradiadas sin DNPH, el carril 4, células irradiadas con 6 

Gy tratadas con DNPH, el carril 5, células irradiadas con 6 Gy sin DNPH. Se 

corrieron geles SDS_PAGE al 10%. En el panel del lado derecho, se muestra 

una gráfica con la cuantificación relativa de la señal en la cual se muestra que 

hay diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05), para el análisis se 

utilizó el programa Prism 8 GraphPad (https://www.graphpad.com/).  
 

Posteriormente, y una vez estandarizado el ensayo, este se realizó con 

extractos proteicos de H. exemplaris de los grupos irradiados con dosis aguda, 

con dosis fraccionada y el control no irradiado con las condiciones descritas. 

En la figura 16, no se observa un aumento significativo de la señal en la 

muestra irradiada con dosis aguda y fraccionada con respecto al control no 

irradiado, lo que se comprobó con la cuantificación relativa de la señal con el 

software Image J, como se observa en la gráfica no hay diferencia significativa 

en tres ensayos diferentes. 
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Figura 16. Detección de niveles de carbonilación en Hypsibius exemplaris. En 

el panel izquierdo: empleando el anticuerpo anti-DNPH con extractos de 

proteína de H. exemplaris, el carril 1, grupo control no irradiado tratado con 

DNPH, el carril 2, grupo control no irradiado sin DNPH, el carril 3, grupo 

irradiado con dosis aguada (500 Gy) con DNPH, el carril 4, grupo irradiado con 

dosis aguada (500 Gy) sin DNPH, el carril 5, grupo irradiado a dosis 

fraccionadas (5X100 Gy) con DNPH, el carril 6, grupo irradiado a dosis 

fraccionadas (5X100 Gy) sin DNPH . Se corrieron geles SDS_PAGE al 10%. 

En el panel del lado derecho, se muestra una gráfica con la cuantificación 

relativa de la señal en la cual se muestra que no hay diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05), para el análisis se utilizó el programa 

Prism 8 GraphPad (https://www.graphpad.com/). 

 
Fig. 18. Gel SDS PAGE teñído con azul de Coomassie de muestras de H. 

exemplaris. El carril 2, grupo control no irradiado de tardígrados, el carril 3, 

grupo irradiado con dosis aguada (500 Gy), el carril 4, grupo irradiado a dosis 
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fraccionada (5X100 Gy), Carril 1: Marcador de peso molecular (NEB, 

prestained protein marker, broad range 10-250). Se corrieron geles 

SDS_PAGE al 10%. 

 
9. Discusión 
La base para el establecimiento del cultivo de Hypsibius exemplaris, fue 

basado en lo publicado por McNuff (2007) con algunas modificaciones, tanto 

para el cultivo de H. exemplaris teniendo mejores rendimientos con el cultivo 

en matraz en cuanto número de huevos por cutícula (hasta 8), tamaño 

promedio de organismos, tiempo de duplicación de población (2 semanas), las 

algas se mantienen en buen estado por mayor tiempo. En el caso del cultivo 

de Clorococcum sp. se tuvo mejores rendimientos con el uso del fertilizante 

comercial reduciendo el tiempo en el que el matraz se llena de alga de 4 a 3 

semanas. 

Una parte crucial para el proyecto y la progresión de los ensayos fue la 

extracción de proteínas empezando por un protocolo básico y optimizando 

este para mejorar la cantidad obtenida de proteína sin comprometer la 

integridad de las proteínas. 

 

En 1997 Rogakou y colaboradores, observaron en cultivos celulares de 

mamíferos que la Histona H2A.X se fosforilaba en la serina 139 de manera 

rápida y extensiva después de ser sometidos a radiación ionizante, siendo está 

la señal indirecta del rompimiento de doble cadena de las hebra del DNA, la 

formación de la g-H2A.X comienza segundos después de la exposición a la 

radiación ionizante y rápidamente pasa por un valor medio de formación al 

minuto y teniendo un máximo de formación entre los 9 y 30 min, lo cual 

concuerda con  lo observado en la figura 13, en donde se detectaron los 

niveles de esta señal en el control positivo (Hela) aunque no se detectó señal 

alguna en los tardígrados de H. exemplaris, esto puede ser debido que se 

están utilizando dosis subletales para esta especie o a la presencia de alguna 

o algunas proteínas que pudieran estar protegiendo al DNA del efecto 
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oxidativo, como la Dsup15, una proteína del tardígrado R. verieornatus la cual 

se une al DNA y se ha visto que al ser tranfectada en células HEK293 estas 

aumentan su radiotolerancia en un 40% en comparación a las no transfectadas 

(Hashimoto et al. 2016).  

 

El efecto indirecto de la radiación que es la formación de ROS, tal y como lo 

observaron Han y colaboradores en 2010, quienes encontraron que hay un 

aumento directamente proporcional al aumento de la dosis de radicación 

gamma, la cual propicia un ambiente oxidativo en las células; esto concuerda 

por lo visto por Krisco y colaboradores en 2010 en donde demostraron que al 

aumentar la dosis de radiación gamma aumenta la cantidad de proteínas 

carboniladas. Por otro lado, este trabajo se basó en el principio biológico del 

fraccionamiento de la dosis de radiación gamma descrito por Muriel en 2002, 

el cual indica que al fraccionar una dosis de radiación subletal esta induce un 

daño letal. Esto se refleja en el resultado obtenido con el ensayo de 

carbonilación de proteínas en donde se puede apreciar en la figura 17 no hay 

un aumento significativo en la cantidad de proteínas carboniladas en el grupo 

de H. exemplaris tratado con dosis fraccionada con respecto al grupo con dosis 

aguda. Este cambio no significativo puede ser debido a un comportamiento 

similar al observado por Krisko y Radman 2013 en la bacteria radiotolerante 

D. radiodurans que cuando es irradiado con dosis subletales de radiación 

gamma, no hay aumento significativo los niveles carbonilación, lo que indica 

que esto puede ser parte de las estrategias para contrarrestar los efectos de 

las ROS con el fin de mantener su proteoma protegido para poder reparar el 

genoma, el cual se ha comprobado que sufre degradación. Por otro lado, en 

el trabajo de Kuzmic et al. (2018), en donde llevaron a cabo la detección in situ 

de la carbonilación de proteínas en H. exemplaris después de la exposición a 

dosis letales de radiación UV ( 60, 120 y 180 kJ/m2), los autores encontraron 

una relación entre el aumento de la dosis con el aumento en la carbonilación 

en proteínas, en el que resaltan que la detección in situ tiene una amplia 

ventaja sobre la inmunodetección en fase solida ya que mencionan que este 
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procedimiento no requiere de ningún protocolo de extracción y así se reducen 

las reacciones de carbonilación que ocurren espontáneamente antes del 

análisis así como la pérdida de proteínas carboniladas, lo cual, explicaría los 

niveles de carbonilación en el grupo control.  La repercusión en la 

sobrevivencia está ligada a la incapacidad de las células de reparar tanto al 

DNA ya que se ven afectadas algunas proteínas encargadas de reparación, 

factores de elongación, algunas enzimas del ciclo de Krebs y de la cadena 

transportadora de electrones (Dukan and Nyström, 1998, 1999; Tamarit et al., 

1998), así como la acumulación de proteínas carboniladas las cuales forman 

agregados proteicos y estos son se vuelven citotóxicos (Nyström, 2005). Al no 

haber una diferencia significativa bajo las condiciones del ensayo entre el 

grupo control y los grupos tratados con radiación, esto probablemente debido 

a que no se logró optimizar la técnica para detección de carbonilación  en 

proteínas de H. exemplaris se podría sugerir que al menos existe una 

tendencia la cual estaría indicando que la cantidad de radiación no acumuló la 

suficiente oxidación para conducir a la carbonilación y que esta fue 

contrarrestada por algunas enzimas encargadas de contrarrestar los efectos 

de las ROS, tales como, las catalasas, peroxidasas, superoxido dismutasa, 

entre otras. Dichas enzimas están presentes en al tardígrado Macrobiotus 

richtersi y estas aumentan su expresión cuando entran en estado de tun 

(Rebecchi, Altiero, et al. 2009), lo cual sugiere que un fenómeno similar podría 

estar ocurriendo con H. exemplaris con la particularidad de que este lo estaría 

realizando en su estado activo o alguna proteína o molécula que proteja al 

DNA como es el caso de R. varioernatus. Aunque no concluyentes, los 

resultados sugieren que el tardígrado Hypsibius exemplaris podría  no estar 

acumulando suficiente daño al DNA como para ser detectado, lo que indicaría 

que el ambiente oxidativo pudo haber sido contrarrestado y consecuentemente 

no habría efecto en la carbonilación de las proteínas así como muestran una 

aparente protección a las proteínas ante la radiación gamma, lo cual sugiere 

un mecanismo que trabaja activamente en su estado activo el cual evita que 

proteínas sean oxidadas por las ROS generadas por   la radiación gamma. 
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10. Conclusiones 

v Se logró exitosamente establecer el cultivo de H. exemplaris así como el 

de Chloroccocum sp. 

v Se logró establecer un protocolo de extracción de proteínas de 

tardígrados. 

v No se detectaron niveles de la Histona H2A.X fosforilada en H. exemplaris 

entre el grupo control no irradiado y los grupos irradiados con dosis 

fraccionado y aguda. 

v No se detectaron cambios significativos en los niveles de carbonilación 

entre el grupo control no irradiado y los grupos irradiados con dosis 

fraccionado y aguda.  

 
11. Perspectivas 
Ø Optimizar el método de extracción de proteínas  
Ø Realizar los ensayos empleando como control el DMSO. 
Ø Determinar la detección tanto de la carbonilación como de los niveles de 

la Histona H2A.X a diferentes tiempos postirradiación. 
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