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Resumen:

Los tardigrados son una especie extremofila capaz de soportar diversos ambientes
extremos. Uno de los descubrimientos mas importantes de estos microorganismos es la
proteina de supresion de danos (Dsup) de Ramazzottius varieornatus. Esta proteina ha
sido estudiada en células HEK293 donde el dafio al ADN causado por la radiacion
gamma se redujo donde se expresaba RvDsup con respecto al control. En las células de
E. coli que expresan RvDsup, la viabilidad ante la radiacion ionizante se vio menos
afectada en comparacion con el plasmido control. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo por el cual esta proteina puede conferir esta proteccion a las bacterias. Se ha
demostrado que el RvDsup se une al ADN nucleosomal, por lo que puede actuar como
una barrera fisica y protegerlo del dafio causado por la radiacion. Para conocer mas
sobre el mecanismo por el cual esta proteina puede promover la viabilidad bacteriana,
buscamos motivos conservados en la secuencia de aminoéacidos de RvDsup, se realizo
una prediccion de la estructura terciaria e identificamos un sitio de unidén nucleosomal
HMNG vy varias regiones desordenadas. Para los experimentos in vivo, para medir la
viabilidad bacteriana tanto en bacterias que expresan RvDsup, como el control fueron
sometidos a un ambiente oxidativo que se llevo a cabo mediante la cuantificacion de
colonias y una curva de crecimiento utilizando la densidad optica del cultivo. Estos
resultados revelaron que las bacterias que expresan la proteina RvDsup fueron capaces
de hacer frente mejor a las condiciones de estrés oxidativo en comparacion con las
células control transformadas con el plasmido control. Por lo cual se determinaron los
niveles de proteinas carboniladas. Las bacterias que expresaban RvDsup tenian una
menor cantidad de proteinas carboniladas en comparacion con el control después de 4
horas de induccion del dafio. Ademas, de la actividad protectora que funciona como
agente antioxidante, se probo su capacidad para unirse con ADN cadena doble y
sencilla. Se purifico la proteina recombinante RvDsup para realizar un ensayo de cambio
de movilidad electroforética utilizando una sonda fluorescente_de cadena sencilla y
doble de 22 nt o pb, RvDsup se une no solo al ADN bicatenario, sino también a la
cadena sencilla. Nuestros resultados demuestran que la proteina RvDsup tiene una

actividad antioxidante y una actividad de union al ADN, protegiendo asi directamente



del dafio, asi como las proteinas y posiblemente las demas moléculas que se oxidan para

ayudar a las bacterias a sobrevivir en condiciones oxidativas.



Abstract:

Tardigrades are an extremophile species capable of withstanding various extreme
environments. One of the most important discoveries of these microorganisms is the
damage suppression protein (Dsup) of Ramazzottius varieornatus. This protein has been
studied in HEK293 cells where DNA damage caused by gamma radiation was reduced
where RvDsup was expressed with respect to control. In E. coli cells expressing RvDsup,
viability to ionizing radiation was less affected compared to the control plasmid.
However, the mechanism by which this protein can confer this protection on bacteria is
unknown. RvDsup has been shown to bind to nucleosomal DNA, so it can act as a
physical barrier and protect it from radiation damage. To learn more about the
mechanism by which this protein can promote bacterial viability, we looked for
conserved motifs in the amino acid sequence of RvDsup, made a prediction of the
tertiary structure, and identified a nucleosomal HMNG binding site and several
disordered regions. For the in vivo experiments, to measure bacterial viability in both
RvDsup-expressing bacteria and the control were subjected to an oxidative environment
that was carried out by quantifying colonies and a growth curve using the optical density
of the culture. These results revealed that bacteria expressing the RvDsup protein were
able to cope better with oxidative stress conditions compared to control cells
transformed with the control plasmid. Therefore, the levels of carbonylated proteins
were determined. Bacteria expressing RvDsup had a lower amount of carbonylated
proteins compared to the control after 4 hours of damage induction. In addition to the
protective activity that functions as an antioxidant agent, its ability to bind with double
and single stranded DNA was tested. The recombinant protein RvDsup was purified to
perform an electrophoretic mobility change assay using a 22 nt or bp single-stranded
and double-stranded fluorescent probe, RvDsup binds not only to double-stranded DNA,
but also to single-stranded. Our results demonstrate that the RvDsup protein has
antioxidant activity and DNA-binding activity, thus directly protecting from damage, as
well as proteins and possibly other molecules that are oxidized to help bacteria survive

in oxidative conditions.
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1. Introducciodn:

1.1 Dafios ocasionados al DNA
Los organismos sufren diversos tipos de exposiciones a agentes que causan dafios al DNA

esto puede ser por factores enddgenos o exdgenos, lo que consecuentemente puede afectar
la viabilidad celular. Por ello hay diversos mecanismos de reparacion que corrigen el dafio
ocasionado al DNA (Chatterjee & Walker., 2018). Las inserciones/deleciones, aductos de
bases, mal apareamientos, entrecruzamiento de hebras, ruptura de cadena sencilla y
rupturas de doble cadena son algunos de los dafios que puede sufrir el DNA, lo cual induce

inestabilidad genomica y por ende comprometen la viabilidad celular (Liang et al., 2024).

1.2 Dafios ocasionados por la radiacion ionizante y los ROS

(Radicales libres de oxigeno)
La radiacion ionizante es un tipo de radiacion que transporta la suficiente carga de energia

y derivado a esto elimina electrones de los atomos, ionizdndolos. Los tipos de radiaciones
se clasifican seglin su efecto ya sea directo o indirecto (Tuieng et al., 2021). La radiacion
ionizante puede causar diversos dafios como; dafios al DNA, peroxidacion de lipidos y

oxidacion de proteinas, este dafio se da derivado de la radidlisis (Figura 1).
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Figura 1. Principales dafios ocasionados por los Radicales libres de oxigeno (ROS). Modificado de Sachdev (2021).

En la figura se muestran los diversos dafios causados por los ROS, directamente en las proteinas causa una oxidacion
de esta mismas. A través de la peroxidacion de lipidos, se forman aductos en el DNA, asi como la formacion de aldehidos
como el 7-cetocolesterol (7KC), malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), crotonaldehido (CRA), 4-
hidroxi-trans-2-hexenal (HHE) que causan modificaciones irreversibles de proteinas como el desplegamiento, perdida
de actividad, perdida de funcién y carbonilaciéon. Por ultimo los ROS son responsables de la oxidacion de 4cidos
nucleicos como la 8-Hodroxi-2’desoxiguanosina.
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La radio6lisis del agua es el proceso en el cual la radiacion ionizante causa la ionizacion
de las moléculas del agua, ocasionando que estas se rompan lo cual genera una
transformacion quimica que resulta en la formacion de especies reactivas de oxigeno o
radicales libres (Jones et al., 2007). Estos radicales libres (ROS) contienen un exceso de
energia lo que hace las moléculas muy inestables y reactivas, reaccionando quimicamente
con otras moléculas y asi modificandolas. Un ambiente oxidativo en el organismo puede
causar diversos danos, dentro de los cuales se encuentran las modificaciones de las
proteinas como lo son la acetilacion, glucosilacion, oxidacién y modificaciones
funcionales, estructurales y la carbonilacion de proteinas (Akagwa., 2021; Dayem et al.,
2017). La carbonilacion de proteinas es definida como un cambio irreversible que
ocasiona un cambio en la cadena polipeptidica llevando a la perdida funcional de la
proteina. Las especies reactivas de oxigeno pueden causar oxidaciones en ciertos

aminodcidos especificos como la lisina, treonina, prolina y arginina (Figura 1).

1.3 Vias de Reparacion del DNA

Al presentarse algiin tipo de dafio al DNA, los organismos cuentan con mecanismos
complejos cuyo objetivo es mantener la estabilidad gendmica, ante errores que se dan en
la replicacion (Curtin et al 2023). Estos dafios se califican de acuerdo con su origen: ya
sean exodgenos o endogenos (Chatterjje & Walker, 2017). Es debido a esto que para
mantener la estabilidad gendmica existen diversos mecanismos de reparacion del DNA
(figura 2): reparacion por escision de base- BER (Base Excision Repair); reparacion por
escision de nucleotidos- NER (Nucleotide Excision Repair); reparacion por apareamiento
erroneo- MMR  (Mistmatch Repair); recombinacion homologa (Homologous
Recombination) y unién de extremos no homoélogos- NHEJ (Non homologous end-

joining) (Tomasova et al., 2020; Chatterjje & Walker, 2017) (Figura 2).
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Figura 2 Vias de reparacion del DNA. Modificado Curtin (2023).
Figura 2. Vias de reparacion ampliamente caracterizadas del DNA. Las vias de reparacion de cadena sencilla que
incluyen; la via de reparacion por escision de base (BER) donde participa la proteina XRCC1 y la ligasa 3, la via de
reparacion de escision de nucledtidos (NER) donde participan las enzimas XPF y XPG y la via de reparacion de
mismatch (MMR) donde participan las proteinas MSH2 y MSH6. La reparacion de doble cadena es mediada por dos
vias la via de recombinacion homologa (HR) en donde participa el complejo MRN asi como la ligasa 1 y la via de
reparacion de union de extremos no homologos (NHEJ) donde participa el dimero Ku70/Ku80.
La via BER se caracteriza por corregir dafios pequeiios causados por oxidacion,
desaminacion y alquilacion, estos dafios causan pequetias distorsiones a la estructura alfa
hélice del DNA. Esta via reconoce y remueve bases danadas, dejando un sitio abasico que
posteriormente es procesado por la via del parche corto o la via de parche largo (Korkan

& Bjoras., 2013).

La via NER estd dividida en dos, la NER genome global repair (GG-NER) y NER
acoplado a la transcripcion (TC-NER). Esta via remueve lesiones qué forman aductos y
provoca grandes cambios conformacionales que desestabilizan el duplex de DNA. GG-
NER es un proceso activo en regiones que no transcriben, la via TC-NER esta activa en

zonas relacionadas con la RNA polimerasa II y de transcripcion (Chatterjee & Walker,

2017., Karsikova et al., 2021).
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La via MMR (Figura 2) corrige los apareamientos erroneos del DNA, asi como
inserciones y deleciones causadas por una replicacion erronea o errores causados por la
DNA polimerasa. La via sirve para reparar errores en DNA recién sintetizado, y previene
la recombinacion entre hebras que estan relacionadas, pero no son homologas (Marinus.,

2012).

Las lesiones de cadena doble son mas complejas, por lo cual solo pueden ser reparadas
por dos vias: la via de HR y NHEJ. La via de recombinacion homologa requiere de cierta
homologia en la secuencia donde se va a hacer el cambio y esta activa en la fase S y G2
del ciclo celular. En esta via participan proteinas como el complejo MRN, ATM, CtIP,

BRCA1, BRCA2, RADS1 y laligasa 1 (Tomasova et al., 2020).

Por ultimo, en la via de NHEJ no es necesario una secuencia homologa para la reparacion,
en este proceso participa el heterodimero ku70/ku80 el cual se une al sitio de ruptura de
doble cadena, asi como la union de proteinas importantes de esta via como artemis, DNA

PKs y XRCCA4.

1.4 Reparacion por Recombinacion Homologa
La via de reparacion homologa es de alta fidelidad, ya que es necesaria la presencia de

una region homologa, a la que provee una reparacion a dafios complejos del DNA como
lo son las rupturas de doble cadena (DSB).Esta via juega un papel importante en la
replicacion y el mantenimiento de los telomeros (Chae et al., 2023). Cuando hay
problemas con esta via de reparacion los resultados pueden ser perjudiciales para la célula
ya que se pueden dar deleciones, translocaciones, duplicaciones o una aneuploidia.
Diversas proteinas son activadas en esta via como es el caso de la proteina de
recombinacion meidtica 11 (MRE11) (Tomasova et al., 2020) que pertenece al complejo

MRN (Figura 3).
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Figura 3. Via de reparacion de Recombinacion Homologa. Modificada de Tomasova y colaboradores (2020).

Esquema de la via de reparacion recombinaciéon homologa. En esta via de HRR el complejo MRN reconoce el
rompimiento del DSB (nucleasa Mrell tiene polaridad 3°-5°) los cuales activan a la proteina Ataxia Telangiectasia
Mutada (ATM) y junto con la endonucleasa Artemis y CtIP (nucleasa con polaridad 5’-3”) empieza la reseccion de los
extremos. se reclutan a Exol y el complejo BLM/Dna2 para generar extremos 3’ de cadena sencilla los cuales seran
protegidos por la proteina RPA que recubre los extremos 3" y servira para el reclutamiento de BRCA 1 y BRCA 2, asi
como RADS1 que reemplaza a RPA para formar un filamento previo a la biisqueda de secuencia homologa. Finalmente,
se forma una estructura llamada intermediario de Holliday cuya resolucion termina el proceso de reparacion.

1.5 Reparacion de extremos no homoélogos
La via de reparacion de extremos no homologos repara las rupturas de doble cadena

(DSB) en el DNA, a diferencia de la via de recombinacion homologa, esta via no requiere
una cromatide hermana o region homologa. Esta via de reparacion puede darse en
cualquier etapa del ciclo celular (principalmente en la fase G1), sin embargo, este proceso
involucra cierta perdida de la secuencia, lo cual puede generar mutaciones (Tomasova et
al., 2020). Durante una ruptura de doble cadena las proteinas de unién Ku70/ku80 llegan
al sitio de la lesion, después se forma el complejo MRN que este compuesto por MRE11-
Rad50-NBS1. Artemis que tiene la actividad endonucleasa se acopla y después se acopla

la ligasa IV en conjunto con XLF y XRCC4 (Figura 4).
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Figura 4. Via de reparacion de Extremos no homologos. Modificada de Tomasova y colaboradores (2020).

Esquema simplificado de la via de reparacion de extremos no homologos. En esta via las proteinas Ku70/ku80 se unen
alas hebras de DNA, para que después este DNA-PKcs que facilita la union de otras proteinas al sito del dafio. XRCC4
estd involucrado en la fase de ligacion y en conjunto con la ligasa 4 y XLF realizan el proceso de ligacion.

15



1.6 Tardigrados

Los tardigrados son extremofilos que han evolucionado para poder sobrevivir en
ambientes extremos, son conocidos por su excepcional tolerancia extrema a diversos
ambientes adversos, como la presion, la temperatura, la gravedad, e incluso la radiacion
ionizante. Esto se logra a través de una suspension reversible del metabolismo
desencadenada por la desecacion, un fenémeno llamado anhidrobiosis. Los tardigrados

son invertebrados que miden de 0.1 a 1.2 mm de largo (Figura 5) (Arakawa., 2022).

Figura 5. Imagen microscopica del tardigrado Ramazzottius varieornatus (McLendon., 2020)

Los tardigrados son invertebrados y estan compuestos morfologicamente por cinco segmentos, un segmento que incluye
la cabeza y cuatro segmentos del cuerpo que tienen un par de piernas con garras en cada uno, dando un total de 8.

Los tardigrados son invertebrados que pueden vivir hasta 2 meses y hay mas de 1500
especies ya identificadas hasta el momento (Hashimoto et al., 2017; Ricci et al 2020).
Hasta el momento una de las especies mas extremo tolerantes es Ramazzottius
varieornatus, ya que es considerado el genoma de referencia de los tardigrados por su alta
tolerancia a la radiacion UV que, como la radiacion ionizante, provoca un ambiente

oxidativo (Puig et al., 2021).
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Figura 6. Mecanismos adaptados por los tardigrados en condiciones extremas.

Los tardigrados cuando estan en condiciones ambientales optimas estan en un estado activo, sin embargo, al cambiar
este ambiente debido a estrés osmdtico, radiaciéon o exposiciones prolongadas a temperaturas altas pueden tomar
diversos mecanismos de proteccion. Cuando hay una disminucion de oxigeno ellos entran en un estado catatonico en
donde hay una suspensién metabdlica (criptobiosis), cual hay una falta de agua (anhidrobiosis) los tardigrados toman
una forma contraida conocida como tun. Al estar en bajas temperaturas (criobiosis) ellos contraen parcialmente su
cuerpo y al haber un deterioro ambiental general el tardigrado se enquista y se vitrifica.

Cuando los tardigrados estan en un ambiente de anhidrobiosis gracias a su estructura
muscular que consiste en musculatura ventral y dorsal ellos pueden tomar la forma de tun,
asi como también pueden reducir su volumen de agua de un 85 a 90%. Cuando hay
anoxobiosis (falta de oxigeno) y criobiosis (bajas temperaturas) los tardigrados entran en
un estado inmovil parcialmente contraidos, asi como en criptobiosis que es una suspension
metabolica (Minguez-Toral., 2020). Por tltimo, al haber cualquier deterioro ambiental,
las proteinas intrinsicamente desordenadas de los tardigrados (TDPs) protegen estructuras
importantes como lo son el DNA y la mitocondria. Una de estas TDPs llamada RvLEAM
en conjunto con la trehalosa que es un estabilizador molecular forman una capa protectora

alrededor del tardigrado, este proceso es conocido como vitrificacion (Nguyen et al.,

2022).
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1.7 Proteinas Intrinsicamente desordenadas de los Tardigrados.
Los tardigrados tienen distintos mecanismos para sobrevivir al estrés, por lo cual se

descubrieron proteinas Unicas de los tardigrados que los ayudan a resistir ambientes
inhabitables para otras especies. Hay tres familias que colectivamente forman parte del
grupo de proteinas desordenadas de los tardigrados (TDPs). En comparacion con otras
proteinas, cuya funcion es dictada por su estructura tridimensional, los TDPs no existen

en conformacion estatica por lo cual son altamente desordenadas (Hesgrove., et al 2020).
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Figura 7. Vias de reparacion de DNA encontradas en algunos tardigrados, asi como proteinas intrinsecamente
desordenadas de los tardigrados y sus funciones.

Vias de reparacion encontradas a través de analisis dmicos en diversas especies de tardigrados. Los tardigrados poseen
proteinas intrinsicamente desordenadas tnicas (TDPs) de estos organismos los cuales incluyen a las proteinas solubles
al calor; proteina soluble al calor mitocondrial (MAHS), proteina soluble al calor secretora (SAHS) y la proteina soluble
al calor citoplasmatica (CAHS), que participan en la proteccion de estructuras importantes cuando el tardigrado pasa
de un estado activo a inactivo. Dentro de este grupo de TDPs esta la proteina de supresion de dafio Dsup que protege al
DNA de dafios ocasionados por la radiacion, asi como la proteina de embriogénesis tardia (RVLEAM) que una de sus
funciones es proteger a la mitocondria de dafios causados por deterioraciones ambientales.

Se han realizado estudios de Genomica y protedmica que han proporcionado informacién
sobre la expresion de las vias de reparaciones del DNA en varios tardigrados. Se han
encontrado ciertas proteinas involucradas en diversas vias de reparacion como la Rad51
involucrada en la via de recombinacion homologa, sin embargo, hay algunas especies
como Echiniscoides sigismundi que no presentan vias de reparacion de doble cadena. Las
proteinas solubles al calor ayudan en procesos de reparacion de dafios, asi como

proteccion de ciertos organelos como la mitocondria, actian en conjunto la proteina

18



RvLEAM (Proteina de embriogénesis tardia) (Boothby., 2017). La proteina RvLEAM en
conjunto con la Trehalosa ayudan en el proceso de vitrificacion. Asi como las proteinas
pequeiias de choque térmico que son chaperonas que previenen la agregacion de proteinas
y mantienen la estabilidad proteica de los tardigrados durante su desecacion (Miyazawa
etal., 2022). La proteina mas importante y de gran interés biomédico que se ha encontrado
en el tardigrado Ramazzotius Varieornatus es la proteina de supresion de dafio abreviada

Dsup que protege al DNA como una barrera fisica contra los radicales libres de oxigeno

(Chavez et al., 2020, Kirke et al., 2020).

Se han realizado estudios de Gendmica y protedmica en donde se han documentado la
expresion de una amplia variedad de proteinas antioxidantes (catalasa, Cu/Zn- superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa (GPx)) conocidos en tardigrados desecados en

comparacion con los hidratados (Minguez-Toral et al., 2020).
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2. Antecedentes directos:
La proteina de supresion de dafio (Dsup) de R. varieornatus es de interés biomédico

debido a su habilidad de proteger el DNA de dafios ocasionados por la radiacion.
(Minguez-Toral et al., 2020; Hashimoto et al., 2017). Esta proteina ha sido estudiada para
ver si pudiera proteger a otras células de danos ocasionados por la radiaciéon Hashimoto y
colaboradores en el 2017 (Hashimoto et al., 2017) estudiaron la supresion del dafio de
cadena doble utilizando células HEK293. Cuando la histona H2Ax es irradiada al haber
una ruptura de cadena doble esta se fosforila y se refiere como gama-H2AX o H2AX
fosforilada. Ellos irradiaron estas células con una dosis de 1 grey de radiacion y contaron
las histonas fosforiladas 1 hora después del dafio mediante inmunofluorescencia. Se puede
observar una disminucion significativa en los focos de histona fosforilada en las células
que expresan la proteina RvDsup (figura 8) en comparacion con el control que es el
maximo de dafio y con las células (knockdown de RvDsup) en donde hay un
silenciamiento del 77%. Por lo cual ellos concluyen que la actividad de la proteina RvDsup

es la responsable de suprimir este dafio a las células.
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Figura 8. RvDsup protege a células HEK293 contra dafios ocasionados por la radiacion. (Hashimoto et al., 2017)

Comparacion de focos de fosforilacion de la histona H2AX (sefial en verde) en células HEK293 en células no
expuestas a radiacion y expuestas después de 1 hora de radiacion a 1 grey. En el cual se tienen células no
transfectadas, células que expresan la proteina RvDsup y por tltimo células que expresan la proteina, pero en
donde hay un silenciamiento del 77%.
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Puig y colaboradores en 2021 (Puig et al., 2021) decidieron evaluar la habilidad de
reparacion de esta proteina en bacterias, debido a que RvDsup es una proteina
nuclear altamente cargada que se une a DNA nucleosomal protegiéndolo asi de los
radicales libres de oxigeno y las bacterias no presentan nucleosomas. Ellos clonaron
la secuencia codificante de RvDsup en el vector pSB1AC3-pBAD/araC-Dsup, para
posteriormente transformarlo en E.coli K-12. Expusieron a este cultivo transformado
con el vector y a un control sin transformar para posteriormente medir la fraccion
sobreviviente de bacterias E.coli después de exponer dos veces a las bacterias con la
dosis de rayos-x. Las E.coli que expresan la proteina RvDsup tienen una mayor
fraccion sobreviviente en comparacion con las E.coli control (figura 9). Por lo cual

ellos concluyen que RvDsup protege a las bacterias de la radiacion.
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Figura 9 Curva de supervivencia de E.coli que sobre expresa RvDsup respecto al control que no la expresa (Imagen
modificada Puig et al., 2021)

Curva de supervivencia de E.coli control (gris) y E.coli RvDsup (r0jo). E.coli control es una bacteria sin previa
exposicion a la radiacion, Las bacterias fueron expuestas dos veces a dosis de entre 0 a 3000 Gy en intervalos de
250 Gy a una dosis de exposicion de 12.6 Gy por minuto. La ODseoo fue tomada a cada 500 Gy en la segunda dosis
de exposicion.
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Figura 10 Supervivencia celular de HEK 293 después de radiacion UV y ambiente oxidativo. (Ricci et al., 2021)

(A,B)Supervivencia celular después de 5 y 15 minutos de exposicion UV-C, 24 y 48 horas después de la
exposicion. (C,D) Células sobrevivientes después de una exposicion de 4 horas y overnight, tratadas con
concentraciones crecientes de 250, 500 y 1000 uM de H20x.

Ricci y colaboradores en 2021 (Ricci et al., 2021) quisieron indagar mas sobre el
mecanismo protector de la proteina RvDsup en el cual ellos midieron las células HEK
293 que sobrevivieron después de haber sido expuestos a radiacion UV (Figura. 10),
asi como dafios ocasionados por un ambiente oxidativo causado por el incremento en
la concentracion del H2O2. En la figura A y B se pueden observar el crecimiento
celular después 5 o 15 minutos de exposicion con UV-C, en los cuales se midio su
recuperacion 24 horas y 48 horas posterior al dafio. En ambas condiciones se puede
observar que las células que expresan RvDsup tienen una mejor supervivencia en
comparacion con el control, incluso crecieron por encima de la condicion basal. En
las figuras C y D ellos miden la recuperacion de las células a después de una
exposicion con concentraciones crecientes de H>O:, posterior al dafio de 4 horas se
puede observar que las células que expresan la proteina RvDsup tienen una mayor
fraccidn sobreviviente en comparacion con el control, este mismo comportamiento se
puede observar después de una recuperacion overnight. Por lo cual ellos concluyen

que RvDsup protege a las células HEK293 contra un ambiente oxidativo.
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Figura 11. Ensayo de movilidad electroforética en ausencia y presencia de RvDsup (Chavez el at., 2019)

Gel nativo al 4.5 %, el plasmido pGIE-0 fue cromatinizado in vitro (3269 pb), junto con octameros de histona H1
de Drosophila melanogaster. La proporcion de RvDsup a nucleosoma incrementa de 0 a 6, la reaccién con H1 es
solo de referencia, una vez terminada la corrida el gel fue tefiido con bromuro de etidio.

En 2019 Kadonaga y colaboradores (Chavez el at., 2019) decidieron analizar la union
de RvDsup y su capacidad de union al nucleosoma, ellos digirieron la cromatina
obtenida de Drosophila melanogaster con MNasa, los mono-nucleosomas resultantes
fueron sujetos a una electroforesis en un gel no desnaturalizante. Ellos utilizaron a la
histona H1 de Drosophila como referencia debido a que H1 se une al nucleosoma. Al
ir aumentando la proporcion de proteina RvDsup con el mono-nucleosoma se forma
un complejo mayoritario que es la union del mono nucleosoma con RvDsup (Figura
11), consecuentemente se ve la disminucion de la banda del mono-nucleosoma al ir
aumentando la proporcion proteina mono-nucleosoma. En este reporte también
mencionan la formacion de otros dos complejos; mononucleosoma y H1 y di mono
nucleosoma con HI1, por lo cual RvDsup y la histona H1 pueden unirse
simultdneamente a los nucleosomas. Por lo cual, ellos concluyen que RvDsup tiene
afinidad de unién al nucleosoma, asi como de que la actividad de RvDsup actuie sobre

la HI.
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3. Justificacion:
La proteina de supresion de dafio de R. varieornatus (Dsup) protege al DNA,

funcionando como una barrera fisica contra los radicales libres de oxigeno (ROS) en DNA
cromatinizado, sin embargo, se desconoce si hay un mecanismo adicional por el cual esta
proteina le puede conferir esta proteccion a las bacterias. Conocer mds sobre su

mecanismo contribuird a entender la resistencia de estos organismos extremo-tolerantes.

4. Hipotesis:
La proteina Dsup tiene actividad antioxidante lo cual le permite disminuir los

niveles de carbonilacion en proteinas en E. coli y por consecuencia se incrementa la tasa

de supervivencia.

5. Objetivos:
5.1. Objetivo General:

Evaluar la actividad antioxidante de la proteina de supresion de dafio (Dsup) de R.

varieornatus en bacterias.

5.2. Objetivos Especificos:

I.  Analizar in silico la proteina de supresion de dafio RvDsup.
II.  Evaluar la viabilidad en E. coli BL21 con H2O> en presencia y ausencia de
RvDsup.
III.  Determinar los niveles de carbonilacion de proteinas en condiciones oxidativas
(H202) en presencia y ausencia de RvDsup.
IV.  Realizar Ensayos de cambio de movilidad electroforética de RvDsup purificada

con dsDNA y ssDNA.
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6. Estrategia Experimental

Andlisis in silico

por WB

Verificacion de secuencia y expresion

pET21b ( control)

pPET21b-His6-Dsup-FLAG

Purificacion de RvDsup

Transformacién en E.coli BL 21 CP

Viabilidad bacteriana en
un ambiente oxidativo

Actividad antioxidante

9 0

Curva de crecimiento.
Medicidn de la ODggy

Cuantificacién de
bacterias mediante
Goteo en Placa

7. Metodologia

7.1 Material Biologico
7.1.1 Cepas Bacterianas

trsesees
seeveves

‘ |

22
Medicion de proteinas
carboniladas
Elisa: Protein Carbonyl Content
Assay Kit (Sigma-Aldrich)

Ensayos de movilidad
Electroforética

Ensayo de union a DNA (DS) y
DNA (SS)

Las cepas que se utilizaron en este trabajo se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de la cepa bacteriana

Cepa

Genotipo

Referencia u origen

Escherichia coli BL21 CP

B F— ompT hsdS(rB — mB
—) dem+ Tetr gal

Stock del laboratorio

Escherichia coli DH5-Alfa

recAl, endA1 lacZAM15

Stock del laboratorio
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7.1.2 Construcciones
Para este trabajo se utilizo las siguientes construcciones

Tabla 2. Caracteristicas de las construcciones plasmidicas

Nombre Caracteristicas Ensayos Referencia
pET21b-His6- Lacl, resistenciaa | Ensayo de ambiente | Kadonaga et al.
Dsup-FLAG ampicilina, oxidativo. 2021
terminador T7, Medicién de
FLAG, Tag His carbonilacion de
proteinas
pEt21b (plasmido Lacl, resistenciaa | Ensayo de ambiente Este trabajo
control) ampicilina, oxidativo.
terminador T7, Medicion de
FLAG, Tag His carbonilacion de
proteinas

7.2 Preparacion y transformacion de células competentes

7.2.1 Células quimio competentes
Para la obtencion de células quimiocompetentes se realizé siguiendo el protocolo de

Malke y colaboradores (Malke., et al 1984) la cepa de E. coli BL21 CP, la cual se creci6
en placas de medio Luria-Bertani (LB) sin antibiotico y se incub6 a 37°C de 12 a 16 horas.
Posteriormente, se inoculd una colonia en 5 mL de medio LB liquido sin antibidtico
(cultivo semilla), el cual se incubd a 37° C en agitacion de 12 a 16 horas. De este cultivo
se tom6 1 mL y se diluyd en 50 mL de medio LB (1:50). Se incubd en agitacion a 37° C
hasta que se alcanz6 una ODgoo de 0.5. El cultivo se enfrié en hielo por 5 min, para ser
centrifugado a 6000 rpm durante 10 min a 4° C y se desecho el sobrenadante. Al paquete
celular se le afiadio 8 mL de solucion TFbI (30 mM Acetato de potasio, 100 mM RbCl,,
10 mM CaClz, 50 mM MnCla, 15 % (v/v) Glicerol), y se incubo en hielo por 5 minutos.
Se realiz6 una segunda centrifugacion, bajo las mismas condiciones y el paquete celular
se resuspendi6 en 1 mL de solucion TFbII (10 mM MOPS, 100 mM RbCl», 75 mM CaCl,,
15 % (v/v) Glicerol). Se dejoé reposar en hielo por 15 minutos y posteriormente se
formaron alicuotas de 50 pL en tubos eppendorf, los cuales se congelaron en hielo seco y

se almacenaron a -80°C.
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7.2.2 Extracciéon de DNA
Para la obtencion del DNA del plasmido, siguiendo el protocolo de Berghammer y

colaboradores (Berghammer et al., 1993), se tomo una asada del plasmido pET21b-
His6-Dsup-FLAG que se encontraba almacenado en la cepa Sure2 de E. coli y se estrio
en una placa de LB con ampicilina. Posteriormente se tomo una colonia y se inocul6 en
un tubo con 5 mL de LB liquido con ampicilina, dicho tubo se incub6o de 12 a 16 hrs a
37°C en agitacion. El cultivo de bacterias se centrifugd 30 s a 13,000 rpm, y el
sobrenadante se retird por decantacion. Se anadio 60 pL de buffer de lisis Easyprep (10
mM Tris-HC1 pH 8, 10 mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA, 0.2 mg/ml RNAsa A, 15% m/v
sacarosa, 2 mg/ml lisozima), y se resuspendi6 el paquete celular con ayuda de la pipeta
evitando hacer burbujas. Se incubd durante 5 min a temperatura ambiente, 1 min en
agua en ebullicion y 1 min en hielo. Se centrifug6 15 min a 14,000 rpm, y se recuper? el
sobrenadante, el cual fue almacenado a -20°C. Para la verificacion de la extraccion, se
realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
Miniprep

Se sigui6 el protocolo establecido por Birnboim y colaboradores (Birnboim et al., 1979).
Se inocularon células de E. coli en 5 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) y se
incubaron alrededor de 12 a 16 horas a 37 °C en agitacion constante. Se centrifugo a
13000 rpm por 2 minutos para generar un paquete celulae. Se decanto el sobrenadante y
se resuspendio el paquete celular con 500 pL de buffer P1 (50 mM Tris Cl pH 8.0, 10 mM
EDTA, 100 pug/ml RNasa A). Después se homogenizo y se afiadi6o 500uL de buffer P2
(200 mM NaOH, 1% SDS). Se mezclo por inversiéon y se incubaron por 5 min a
temperatura ambiente, posteriormente se de agreg6é 500 puL de Buffer P3 (3.0 M acetato
de potasio pH 5.5). Se homogenizaron y se incubaron 5 minutos en hielo. Se recupero el
sobrenadante y se precipito el DNA con 750uL de isopropanol frio por 1 horaa -20°C.
Después se centrifugo 15 min a 13000 rpm y se decanto el sobrenadante. Se realizaron 3
lavados con 500 pL de etanol 70% cada uno una vez terminado los tres lavados se retird
el sobrenadante, se dejo secar el paquete celular aproximadamente 15 minutos a

temperatura ambiente y se re-suspendid en 100 pL de H>O bidestilada.
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7.2.3 Transformacion de células quimio competentes
Se realizo6 la transformacion de la cepa E. coli BL-21 CP siguiendo el protocolo de

Malke y colaboradores (Malke., et al 1984) mediante choque térmico con el plasmido
pET21b-His6-Dsup-FLAG. El tubo eppendorf que contiene las bacterias competentes se
colocd en un recipiente con hielo y se le adicion6 2 pL. del DNA plasmidico que se
extrajo previamente. Posteriormente, el tubo se incubd en hielo durante 30 minutos, y
después ser transfirié al thermoblock previamente ajustado a una temperatura de 42°C,
donde se realiz una incubacion de 60 segundos. Pasado el tiempo, el tubo se incub6 en
hielo durante 2 minutos. Se adiciond 1 ml de medio LB, y se incub6 a 37°C en agitacion
durante una hora. Se tomaron 100 pL para realizar un tapiz en placas de medio LB
(suplementado con 100 pg/mL de ampicilina), las cuales se incubaron durante toda la

noche a 37°C.

7.3 Verificacion de la Secuencia RvDsup de R. varieornatus
Se verifico la secuencia del plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG que fue donado por

Kadonaga y colaboradores (Chavez et al., 2021)

7.3.1 Verificacion de la secuencia codificante de la proteina RvDsup mediante
patron de restriccion
Se utilizo el DNA previamente extraido por miniprep y cuantificado. Las restricciones se

realizaron en un volumen de 20 pL (5 pL DNA, 3 pL cutsmart, 2 pL enzima y 10 uL H>2O
bidestilada). Se utilizaron las enzimas BamHI-HF, EcoRV-HF, Xhol y Xbal, la reaccion
fue incubada a 37 °C en el thermoblock por 2 horas. Posteriormente se corrieron las

reacciones en una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

7.3.2 Verificacion de la expresion de la proteina RvDsup (SDS-PAGE y Western
Blot)
Se aislo una colonia del paso 7.2.3. para realizar un cultivo semilla de 1 ml con medio LB

con ampicilina (100 pg/ml) el cual se dejo en agitacion a 37°C por 12 a 16 hrs. Después
se realizé una dilucién 1:10 con medio LB con ampicilina y se dejé que alcanzara una
ODg00=0.5 para posteriormente ser inducido con 0.4 mM de IPTG por 2 horas. Se tomo 1
ml del cultivo el cual se centrifugo a 12000 rpm por 2 min a 4 °C, se retir6 el sobrenadante
y se resuspendid con la solucién tampdén de carga (Laemmli). La mezcla se llevo a

temperatura de ebullicion por 5 minutos y se mantuvo a temperatura ambiente para ser
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cargada en un gel de SDS-PAGE al 10% de acrilamida. La electroforesis se corrié a 100V
por 90 minutos. Al termino de esta se transfirid la proteina a una membrana de
nitrocelulosa para posteriormente bloquearla durante una hora con leche descremada al
5% preparada con TBS-T. Terminada la hora de incubo de 12 a 16 horas con el anticuerpo
primario anti-histidinas dilucion 1:7000 (A7058, SIGMA-Aldrich) durante toda la noche
a 4°C en agitacion. Las membranas se lavaron 3 veces por 10 min con TBS-T y se
incubaron una hora con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado con peroxidasa
de rabano dilucion 1:30,000 (W4021, Promega). Finalmente, las membranas se lavaron 3
veces durante 10 min con TBS-T (TBS 10X 100 mL, Tween 20 0.1% (p/v) ImL) y se
revelaron mediante quimioluminiscencia usando placas autos radiogréaficas en un cuarto

oscuro.

7.4 Construccion del Plasmido pET21b (plasmido control)

7.4.1 Liberacion del fragmento Dsup del pldsmido pET21b-His6-Dsup-FLAG
Se realizaron dobles digestiones utilizando el pldsmido pET21b-His6-Dsup-FLAG. Las

restricciones se realizaron en un volumen de 20 pL (10 uL DNA, 3 pL cutsmart, 2 pL de
cada enzima y 3 pL H>O bidestilada). Se utilizaron las enzimas Xhol rio arriba de la
secuencia y BamHI-HF, Xbal y Ndel rio abajo. La reaccion fue se incubo a 37 °C en el
thermoblock por 2 horas. Posteriormente se corrieron las reacciones en una electroforesis

en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

7.4.2 Purificacion de los Fragmentos
Se cortaron los fragmentos obtenidos en el paso 7.4.1 para posteriormente colocarlos en

una membrana de didlisis (Spectra/Pormolecularporous membrane tubing2, MWCO: 12-
14 kDa) con 400 uL de TBE 0.5X dentro. Se orientaron para realizar una electrocucion
utilizando buffer TBE 0.5 X, a 100V por 90 minutos. Después se extrajo el buffer del
paquete dentro de la membrana.

7.4.3 Ligacion del plasmido
Se utilizo uno de los fragmentos obtenidos en el paso 7.4.2 el cual fue precipitado con 2
volumenes de etanol al 100%, 10 mM de Cloruro de magnesio, 2 M de cloruro de sodio
y se incubo a -20 °C por 12 horas. Se centrifugo a 13500 rpm por 1 hora, se hicieron 3

lavados al paquete celular con etanol al 70% y se dejo secar a temperatura ambiente. Para
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la reaccion de ligacion realizo una reaccion utilizando el fragmento precipitado, dnTps,
buffer cutsmart y Klenow para un volumen de reaccion total de 15 pL. La reaccion se
incubo a 37 °C por 1 hora y posteriormente de desnaturalizo por 20 minutos a 75 °C. Para
la reaccion de ligacion se le anadio 1 pL de ligasa T4 y 3 uL de buffer de ligasa T4, la
reaccion se quedo a temperatura ambiente de 12 a 16 horas. Por ultimo, se transformaron

bacterias quimio competentes DH5-alfa.

7.4.4 Analisis de colonias candidatas
Se extrajo DNA de las colonias obtenidas como es descrito en el paso 7.2.2 y se realizaron

restricciones en un volumen de 20 pL (10 uL DNA, 3 pL cutsmart, 2 uL de cada enzima
y 3 uL H>O bidestilada). Se utilizaron las enzimas BamHI-HF y EcoRV. Posteriormente
se corrieron las reacciones en una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con

bromuro de etidio.

7.5 Evaluacion de la viabilidad de E.coli inducidas con concentraciones
crecientes de IPTG

7.5.1 Goteo en placa con concentraciones crecientes de IPTG
Este ensayo, se realiz6 utilizando el protocolo descrito por Gnanasekar y colaboradores

(Gnanasekar et al., 2007). Se cultivaron bacterias BL21-CP transformadas con RvDsup
hasta alcanzar un ODg0o=0.5 en medio LB con ampicilina. A continuacion, el contenido
del matraz se dividio en 25 alicuotas, a los cuales se les adicion6 IPTG hasta obtener las
siguientes concentraciones 0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mM. Dichos tubos de ensayo se incubaron
a 37°C en agitacion durante 4 h. Cada hora se tomo6 un tubo de cada condicion para medir
la ODgoo de cada una de las muestras. Se tomo una porcion de cada una de las muestras
para realizar las siguientes diluciones en serie 10, 107%, 107 y 108, de las cuales se tomé
10 pul de cada una y se gotearon en las cajas Petri de agar LB con ampicilina. Finalmente,
las cajas se incubaron a 37°C durante la noche. Como control se usaron células bacterianas
transformadas con el plasmido vacio (pET21b), las cuales se sometieron al mismo
tratamiento. Se compard el crecimiento de células bacterianas mediante

espectrofotometria, realizando lecturas de absorbancias a ODgsoo después de la incubacion.
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7.5.2 Western Blot de la expresion de RvDsup inducida con concentraciones
crecientes de IPTG
Se tomaron 100 pl de cada muestra del paso 7.5.1 y se les adicion6 la solucion de carga

(Laemmli). La mezcla se llevo a temperatura de ebullicion por 5 minutos y se mantuvieron
a temperatura ambiente, para ser cargadas en un gel de SDS-PAGE al 10%. La
electroforesis se corrio a 100 V, al término de esta, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, en solucion tampon de transferencia. La membrana se
bloquedé con 5% de leche descremada durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubd con el anticuerpo primario anti-histidinas dilucion 1:7000
(SIGMA-Aldrich) durante toda la noche a 4°C en agitacion. Las membranas se lavaron 3
veces por 10 min con TBS-T y se incubaron una hora con el anticuerpo secundario anti-
mouse conjugado con peroxidasa de rabano dilucion 1:30,000 (Promega). Finalmente, las
membranas se lavaron 3 veces durante 10 min con TBS-T y se revelaron mediante

quimioluminiscencia usando placas auto radiograficas.

7.6 Evaluacion de la viabilidad de E. coli BL21 con concentraciones
crecientes de H202 en presencia y ausencia de RvDsup

7.6.1 Medicion de la densidad dptica en concentraciones crecientes de H202 en
presencia y ausencia de RvDsup
Este ensayo, se realiz6 utilizando el protocolo descrito por Gnanasekar y colaboradores

(Gnanasekar et al., 2017). Se cultivaron bacterias BL21 CP transformadas con RvDsup
hasta alcanzar un ODs0o=0.5 en medio LB con ampicilina. A continuacion, el contenido
del matraz se dividid en 25 alicuotas, a los cuales se les adicion6 H>O» hasta obtener las
siguientes concentraciones 0, 0.5, 1, 2 y 3 mM. Dichos tubos de ensayo se incubaron a
37°C en agitacion durante 4 h. Cada hora se tomo un tubo de cada condicion para medir

la ODgoo de cada una de las muestras.

7.6.2 Viabilidad bacteriana mediante goteo en placa en concentraciones crecientes
de H202 en presencia y ausencia de RvDsup
Se tomo una porcion de cada una de las muestras del paso 7.6.1 para realizar las siguientes

diluciones en serie 103, 10°%, 107 y 10, de las cuales se tomé 10 ul de cada una y se
gotearon en las cajas Petri de agar LB con ampicilina. Finalmente, las cajas se incubaron
a 37°C durante la noche. Como control se usaron células bacterianas transformadas con

el plasmido vacio (pET21Db), las cuales se sometieron al mismo tratamiento. Se comparo
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el crecimiento de células bacterianas mediante espectrofotometria, realizando lecturas de

absorbancias a ODsoo después de la incubacion.

7.7 Determinacion de niveles de carbonilacion de proteinas en condiciones

oxidativas en presencia y ausencia de RvDsup.
Este ensayo, se realizd utilizando el protocolo con modificaciones del kit Sigma-Aldrich

(MAK094).

7.7.1 Obtencion de las Proteinas en condiciones oxidativas.
Se cultivaron bacterias BL21-CP transformadas con RvDsup hasta alcanzar un ODg0o=0.5

en medio LB con ampicilina. A continuacién, el contenido del matraz se dividio en 4
alicuotas, a los cuales se les adiciond H2O: hasta obtener las siguientes concentraciones
0, 1, 2 y 3 mM. Dichos matraces se incubaron a 37°C en agitacion durante 4 h. Este
procedimiento se repiti6é utilizando el plasmido pET21b (pldsmido control). Una vez
pasadas las 4 horas, se centrifugaron los cultivos a 7000 rpm a 4°C por 10 minutos. Se
resuspendieron las muestras con 500 pl de Agua miliQ estéril y las muestras fueron
sonicadas a 100% de amplitud, 13 segundos y 35 segundos de descanso por 10 ciclos. Se
centrifugaron las muestras a 13000 rpm a 4°C por 10 minutos y se cuantificaron las

proteinas.

7.7.2 Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) para proteinas
carboniladas.
Las muestras fueron llevadas a una concentracion de 0.5 a 2 mg en 20 ul y fueron tratadas

con 10% de streptozocin y se incubo a temperatura ambiente por 15 minutos para después
ser centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se retiro el
sobrenadante y a este se le agrego 20 ul de DNPH (2,4-Dinitrofenilhidracina) a cada
muestra, se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente se le afiadié 6 pl de TCA 87% y las muestras fueron incubadas en hielo 5
minutos, se centrifugaron a 15000 rpm a 4°C por 2 minutos y se removio el sobrenadante.
Al paquete celular se le realizaron lavados con acetona al 100% para retirar el exceso del
DNPH. Por ultimo, el paquete celular lavado se resuspendio en 40 ul de solucion de
Guanidina. Las muestras fueron cargadas en una placa de 96 pozos y acopladas con BCA
(Acido bicinconinico) y la placa fue leida en un equipo Epoch3 (Grado Labs) a 375 nm y
562 nm.
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7.8 Expresion y Purificacion de la proteina RvDsup mediante método no
desnaturalizante

7.8.1 Sobre expresion de la proteina RvDsup
Para la sobreexpresion de la proteina se aisld6 una colonia de BL21-CP quimio

competentes transformadas con el plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG, y se inoculd en
10 ml de medio LB con ampicilina, el cual se dejé 12 horas a 37°C en agitacion.
Posteriormente, se realiz6 una diluciéon 1:100 en medio LB con ampicilina (volumen final
1 L), y se crecio hasta alcanzar un ODso0=0.8. Alcanzada la densidad optica del cultivo
celular, se le afiadi6 0.5 mM de IPTG y se dejo en induccion por 2 horas en agitacion a
37°C. El cultivo se enfrid por 5 minutos en hielo y se centrifug6é a 7000 rpm durante 10
minutos. a 4°C, el sobrenadante se descartd y con el paquete celular se procedio a realizar

la purificacion de la proteina.

7.8.2 Purificacion de la proteina
Este ensayo, se realiz6 utilizando el protocolo descrito por Kadonaga y colaboradores

(Chavez et al., 2021) con algunas modificaciones. Para purificar la proteina se utilizo la
etiqueta de histidina presente en el vector pET21b-His6-Dsup-FLAG, mediante la
columna con perlas de Agarosa-Niquel (QIAGEN). Para ello las células obtenidas del
paso 7.8.1 se re suspendieron en la solucidon de lisis (40mM fosfato de potasio pH 7.6,
0.01% (v/v) NP-40, 0.1 mM EDTA, 580 mM cloruro de sodio, 10% glicerol, 10 mM 2-
mercaptoetanol, 0.5 mM PMSF, 1x complete). La suspension celular se sonico, durante
13 segundos por 10 veces al 100% de potencia con un periodo de descanso de 35 segundos
entre cada uno. Para la eliminacion de los restos celulares se centrifugd a 13,000 rpm
durante 30 min a 4°C, y se recupero el sobrenadante el cual fue filtrado. Previamente, la
columna cromatografica fue empacada con 1 mL de la suspension de His Pur Ni-NTA
Superflow Agarose (ThermoScientific), y se eluyd con solucion de lisis hasta eliminar por
completo la solucion de almacenaje. Posteriormente se realiz6 un lavado con 8§ mL de
solucion E1 (40 mM fosfato de potasio, pH 7.6, 20 mM imidazol, 500 mM cloruro de
sodio, 10% (v/v) glicerol, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.5 mM PMSF) y se eluyd por
completo. Se afiadio el extracto total de bacterias a la columna y la fraccion no unida fue
recuperada en un tubo cénico etiquetado como extracto no unido. Dicho extracto fue

eluido por la columna 3 veces y se recuperé una muestra de 100 pL para su posterior
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analisis por WB. Se anadiéo 3 mL de la solucién E1 (20 mM Imidazol) y se eluyd por
completo, recuperando la fraccidén no unida, y etiquetandola como pre-elucion. Del cual,
se tomo una muestra de 100 pL para su andlisis por WB. Para la elucion, se anadio 1 mL
de la solucion tampén E2 (200 mM Imidazol), se recupero la fraccion no unida y se tomo
una muestra para WB. Se realizaron un total de 5 eluciones de las cuales se tomaron

muestras para posteriormente ser corridas.

7.8.3 Concentracion de la proteina
Para obtener la proteina concentrada y retirarle el imidazol, se concentraron colocando las

muestras obtenidas de la elucién en el paso 7.8.2 una por una en un filtro de proteinas de
30 kDa y centrifugando a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se re-suspendid la muestra con
1 ml de buffer buffer A2 (20mM Tris-HCI, 150mM Cloruro de Sodio, 2mM de Cloruro de
magnesio. 0.2 mM EDTA, Glicerol v/v 15%, 1mM 2-mercaptoetanol y Agua MiliQ
estéril) realizando este procedimiento 3 veces para retirar el imidazol. Por ultimo, se re-
suspendi6 la muestra en 500 pL de buffer A;, se hicieron alicuotas de 50 pL que fueron

almacenadas a -80 °C.

7.9 Ensayos de movilidad electroforética

7.9.1 Generacion de la Sonda de Doble cadena
Para la generacion de la sonda de 22 pb se utilizaron los siguientes primers:

Nombre de Secuencia Modificacion Secuencia
CRE.Sst.Fw.FAM 5’ (FAM) GATTGCCTGACGTCAGAGAGCT
CRE.Sst.Fw. GATTGCCTGACGTCAGAGAGCT
CRE.Sst.Rv AGCTCTCTGACGTCAGGCAATC

Se cuantificaron los primers, para posteriormente hibridarlos a 90 °C por 5 minutos. Se
retiraron y se dejaron enfriar en el cuarto frio (4°C). Se corrio la sonda en un gel de

poliacrilamida al 10%, asi como la sonda de cadena sencilla.
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7.9.2 Ensayo de union de cadena doble (dsDNA)
Para el ensayo de union se utiliza un gel desnaturalizante al 4% con 2.5% (v/v) de glicerol,

el gel se pre corre a 40V por 1 hora. La reaccion de union se prepara en un volumen de
15 uL y con 5 pmol/uL de sonda. Se prepara la reaccion de unioén incrementando la
concentracion de proteina afiadida, la sonda, NP-40 0.01% (v/v) y buffer HEG 1x (25mM
HEPES (K+), 0.1 mM EDTA, 10% (v/v) glicerol, 100 mM KCI, 100 ng de BSA), se
incuban las reacciones a 30 °C por 30 minutos. Por ultimo las muestras se corren a 65V

por 2 horas a 4°C y una vez terminada la corrida se visualiza en un transiluminador.

7.9.3 Ensayo de union de cadena sencilla (ssDNA)
Para el ensayo de union se utiliza un gel desnaturalizante al 4% con 2.5% (v/v) de glicerol,

el gel se pre corre a 40V por 1 hora. La reaccion de unidn se prepara en un volumen de
15 uL y con 5 pmol/uL de sonda. Se prepara la reacciéon de unidén incrementando la
concentracion de proteina afiadida, la sonda de cadena sencilla CRE.Sst.Fw.FAM, NP-40
y buffer HEG 1x, se incuban las reacciones a 30 °C por 30 minutos. Por ultimo las
muestras se corren a 65V por 2 horas a 4°C y una vez terminada la corrida se visualiza en

un transiluminador.

8. Resultados
Al realizar el analisis bioinformatico de la proteina RvDsup primero se decidi6 realizar un

blast para la obtencion de proteinas homologas, sin embargo, no se encontré6 ninguna
proteina homologa. Debido a esto, se decidi6 utilizar una proteina reportada como “Dsup-
like” del tardigrado Hypsibius exemplaris es importante mencionar que ambas proteinas
solo comparten un 24.5% de identidad de secuencia. La proteina “Dsup-like” a la cual nos
referiremos como HeDsup es una proteina mas pequefia con 328 aa en comparacion con

RvDsup que tiene 445 aa.
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de RvDsup (PODOW4) y HeDsup (BV898 01301) utilizando
el programa ESPript 3.0.

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina RvDsup y HeDsup para la identificacion de motivos. Los
recuadros rojos con letras blancas muestran los residuos altamente conservados (mismo aminoacido), las letras en rojo
son aminoacidos ligeramente conservados (aminodcidos con caracteristicas quimicas similares) y los recuadros en azul
son zonas conservadas. Se identificaron dominios de homologia estructural (en rosa), dos motivos con funcion
desconocida (en azul), un sitio de localizacion nuclear (en naranja) y un sitio de union similar a la proteina HMGN (en
verde).

Se hizo un alineamiento de ambas proteinas (figura 12). Los resultados revelan que: se
encontraron dos motivos que no se ha encontrado su funcion hasta ahora, un dominio de
homologia estructural entre ambas proteinas, uno de union similar a la proteina HMGN y

uno de localizacion nuclear.
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Rv“Dsup” He “Dsup-Like”

Figura 13. Prediccion de las estructuras terciarias de RvDsup y HeDsup utilizando el programa AlphaFold.

Prediccion de las estructuras terciarias de la proteina RvDsup y HeDsup, que son proteinas altamente desordenadas. Se
identificaron los dominios de homologia estructural (en rosa), dos motivos con funcién desconocida (en azul), un sitio
de localizacion nuclear (en naranja) y un sitio de union similar a la proteina HMGN (en verde).

Se realizaron las predicciones de la estructura terciaria (figura 13) en donde se puede
observar que ambas proteinas son altamente desordenadas, sin embargo, se puede
observar una zona de orden que corresponde al sitio antes mencionado de homologia
estructural (zona en rosa) que comparten ambas proteinas, asi como un dominio similar a
la proteina HMGN el cual es importante ya que esta proteina en eucariotas son proteinas
con unidn al nucleosoma independiente de secuencia y ayudan en diversos procesos como
la transcripcion, replicacion, recombinacion y vias de reparacion del DNA (Naduri et al.,
2020). Esta similitud de secuencia se encuentra en la region c-terminal. Por lo que se
considera que este sitio es vital para la union de la proteina de supresion de dafo y si

actividad protectora.
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Figura 14. Construccion in silico del plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG realizado utilizando el programa snapgene.

El vector pET21b-His6-Dsup-FLAG es un vector inducible. Tiene una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal,
asi como un FLAG en el extremo C-terminal. Tiene clonada la secuencia codificante de la proteina RvDsup en el sitio
de clonacion multiple, tiene un promotor Lacl, resistencia a ampicilina y la secuencia estd numerada por la convencion
pBR322, por lo que la region de expresion T7 estd invertida en el mapa vectorial.

Se realizo la construccion in silico (figura 14), debido a que la secuencia de la
construccion no fue otorgada. Tomando en consideracion lo reportado por Kadonaga et
al. 2021, en donde se utilizaron los sitios de restriccion Xhol rio arriba y Ncol rio abajo
de la secuencia codificante de la proteina Dsup para clonarlo en el vector pET-21b(+).

Esta construccion in silico se utilizd como base para el siguiente paso que fue la

construccion del plasmido pET21b (plasmido control).

Primero se realiz0 la caracterizacion del pldsmido pET21b-His6-Dsup-FLAG donado por
Kadonaga et al. 2021 (Chavez et al., 2021). Se realizaron 3 restricciones, para verificar la
presencia del inserto correspondiente a la proteina de interés. En la figura 15, se puede
observar un gel de agarosa al 1%, la primera restriccion con BamHI linealiza el plasmido
y el fragmento migra al peso esperado de 6750 pb. La segunda restriccion con EcoRV
produce dos cortes, un corte dentro del plasmido dentro de la secuencia a la altura del
promotor Lacl y el otro corte lo realiza dentro de la secuencia codificante de la proteina
RvDsup. Por ultimo, la digestion con Xhol y Xbal libera un fragmento que pertenece a la

secuencia codificante de la proteina y migro al tamafio esperado de 1365-pb. Este dato

38



corrobor6 la presencia de la secuencia codificante de la proteina de interés en el vector

correspondiente.
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Figura 15. Verificacion de identidad mediante digestiones del plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG

Prediccion de las digestiones in silico del plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG utilizando el programa snapgene (A).
Digestiones del plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG. C1: marcador de peso molecular, C2: DNA pET21b-His6-Dsup-
FLAG, C3: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG digerido con la enzima de restriccion BamHI, C4: DNA pET21b-His6-
Dsup-FLAG digerido con la enzima EcoRV, C5: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG digerido con las enzimas Xhol y
Xbal. Gel de agarosa con TBE al 0.5x (B).
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Posteriormente, se decidié corroborar mediante western blot la expresion de la proteina
siguiendo el procedimiento ya descrito por Kadonaga et al 2021 (Chavez et al., 2021), en
el cual se transformd en bacterias quimio competentes BL21-CP y se realizé una
induccién de 2 horas con 0.4 mM de IPTG. Se puede observar que la proteina migra al
peso ya reportado anteriormente, que es entre 50 kDa y 75 kDa, a pesar de que la proteina

RvDsup tiene un peso molecular de 42kDa.

pET21b-

66 kDa
42 kDa

52 kDa

Figura 16. Expresion de la proteina RvDsup con 0.4 mM IPTG

Western Blot SDS-PAGE al 10% usando anti-His de anticuerpo primario y anti-mouse de anticuerpo secundario, en
un cultivo inducido con 0.4 mM IPTG por 2 horas.

Con el objetivo de construir el plasmido pET21b (pldsmido control) a partir de la
prediccion in silico se realizaron dobles digestiones con el fin de liberar la secuencia

codificante de la proteina RvDsup.
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Figura 17. Liberacion de la secuencia codificante de la proteina RvDsup.

Prediccion de las digestiones realizadas para liberacion de la secuencia codificante de RvDsup in silico del plasmido
pET21b-His6-Dsup-FLAG utilizando el programa snapgene (A). Digestiones del plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG.
C1: marcador de peso molecular, C2: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG, C3: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG digerido
con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI, C4: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG digerido con las enzimas Xhol y
Xbal, C5: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG digerido con las enzimas Xhol y Ndel. Gel de agarosa con TBE al 0.5x.(B).
Se utilizo la enzima Xhol para realizar el corte rio arriba de la secuencia y para el corte
rio abajo se utilizaron 3 enzimas; BamHI, Xbal y Ndel. Las tres digestiones liberaron el
fragmento de interés de aproximadamente 5200 pb que seria el plasmido pET21b sin la
secuencia codificante de la proteina RvDsup (figura 17). Al final se decidio solo cortar el
fragmento liberado por la doble digestion de Xhol y Xbal que realizaban los cortes mas
cercanos a la secuencia de RvDsup debido a que rio abajo de la secuencia se encontraba

un sitio de unién ribosomal (RBS) correspondiente a un sitio necesario para la

traduccion de la proteina, secuencia que decidimos conservar en el plasmido control.
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El fragmento de obtenido de 5385-pb fue purificado mediante electro-elucion y se
precipitaron. Para la ligacion primero se realizd una reaccion utilizando el fragmento
precipitado, dnTps, buffer cutsmart y Klenow para un volumen de reaccion total de 15
uL. La reaccion se incubo a 37 °C por 1 hora y posteriormente de desnaturalizo por 20
minutos a 75 °C. Para la reaccion de ligacion se le anadid 1 pL de ligasa T4 y 3 uL de
buffer de ligasa T4, la reaccion se quedo a temperatura ambiente de 12 a 16 horas. El
producto de la ligacion fue transformado en células quimio competentes DH5-alfa. Se
obtuvieron colonias candidatas, y también se dejo un control de ligacion para descartar

que el producto pudiera religarse, el cual sali6 negativo, no se obtuvieron colonias.

[TE NS
BamMt (171
1 Opeestin

T7 promoter

PET-210{+)
5335 pb EcoRV (1404

Figura 18. Construccion in silico del plasmido pET21b (plasmido control).
El vector pET21b es un vector inducible para la expresion N-terminal de proteina, asi como un tag en el extremo C-
terminal. Lleva una secuencia de T-7, tiene un promotor Lacl, resistencia a ampicilina y la secuencia estd numerada
por la convencion pBR322, por lo que la region de expresion T7 esta invertida en el mapa vectorial.
Se construyo la prediccion in silico del plasmido esperado pET21b (plasmido control),
realizando una doble digestion con las enzimas Xhol y Xbal. El cual se obtiene un

producto de aproximadamente 5385-pb (figura 18).
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Figura 19. Analisis mediante digestiones del plasmido pET21b.

Prediccion in silico de las digestiones con la enzima BamHI con el DNA de los plasmidos pET21b-His6-Dsup-FLAG
y pET21b utilizando el programa snapgene (A). Analisis de pET21b C: Marcador de peso molecular, C:2 DNA pET21b-
His6-Dsup-FLAG, C3: DNA pET21b-His6-Dsup-FLAG digerido con BamHI, C:4 DNA pET21b digerido con BamHI,
C:5 DNA pET21b. Gel de agarosa con TBE al 0.5x. (B).

Se analizaron las colonias obtenidas mediante restricciones, se utilizo la enzima BamHI
que realiza un corte rio debajo de la zona de ligacion. Al analizar las colonias una de ellas
migro al peso esperado de aproximadamente 5385 pb. En el gel de agarosa al 1% se puede
observar que hay una diferencia de mas de 1000 pb entre el producto de la restriccion
generado por el plasmido pET21b-His6-Dsup-FLAG en comparacion con una colonia con
plasmido linealizada (figura 19). Por lo cual se concluyd que mediante restricciones

concuerda con lo esperado del plasmido pET21b (plasmido control).
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Figura 20. Verificacion de identidad mediante digestiones del plasmido pET21b

Prediccion de las digestiones in silico del plasmido pET21b utilizando el programa snapgene (A). Digestiones del
plasmido pET21b. C1: DNA pET21b digerido con EcoRV, C2: DNA pET21b digerido con BamHI, C3: DNA pET21b,
C4: marcador de peso molecular. Gel de agarosa con TBE al 0.5x (B).

Se realiz6 la caracterizacion del plasmido pET21b obtenido del producto de ligacion en
el cual se le realizaron digestiones para verificar la ausencia del inserto de la proteina
RvDsup. En la figura 20, se puede observar un gel de agarosa al 1% en la primera
restriccion, BamHI linealiza el plasmido, el fragmento corre al peso esperado de 5365 pb.
La segunda restriccion con EcoRV solo produce un corte dentro del plasmido a la altura

del promotor Lacl. Estas restricciones nos confirman el tamafio esperado del plasmido

pET21b, asi como la ausencia de la secuencia codificante de la proteina de interés.
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Figura 21. Efecto de la sobre expresion de RvDsup en la ODeoo vs tiempo.

Medicion de ODsoo a cada hora de E. coli BL21-CP transformadas con pET21b-His6-Dsup-FLAG y pET21b como
control, sometidos a concentraciones crecientes de IPTG durante 4 horas.

En las lecturas de la ODgoo, €l plasmido control pET21b en BL21-CP tiene el mismo
comportamiento de crecimiento aun con las concentraciones crecientes de induccion con
IPTG. En cuanto a las BL21-CP que expresan la proteina RvDsup con la minima cantidad
de IPTG, vemos una disminucion significativa del crecimiento, y este comportamiento se
repite en todas las condiciones donde se aument6 la induccion con IPTG. Por lo cual, la
sobreexpresion de la proteina RvDsup es toxica para la bacteria. Debido a esto se decidio

no utilizar IPTG y solo contar con la expresion basal de la proteina debido a la fuga

transcripcional.
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Figura 22 Western Blot de la expresion de RvDsup con y sin IPTG.

Western Blot SDS-PAGE al 10% usando anti-His, en cultivos inducidos con IPTG y sin inducir. Las 0 horas corresponde
al tiempo en el cual se ajustd la ODg00=0.5 y se afiadi6 el IPTG en los cultivos correspondientes.
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Por otro lado, se corroboro la fuga transcripcional de la proteina RvDsup mediante un
western blot en SDS-PAGE al 10%, utilizando un anticuerpo dirigido contra el tag de
histidinas en el amino terminal de la proteina de interés, en ambas condiciones (con y sin
IPTG). Se observd que hay una expresion de RvDsup que migra a la altura esperada de
entre 52 kDa y 66 kDa desde la hora cero, en todas las condiciones tanto no inducido
como inducido con IPTG, asi como un incremento de la expresion de la proteina a cada
hora. Se observa una mayor expresion a las 2 horas en el western blot, sin embargo, esto
es debido a que para poder tener una cantidad suficiente de proteina se debe de concentrar
aproximadamente 5 ml de cultivo bacteriano, lo cual vuelve la muestra muy viscosa y
dificil de manejar por lo cual en el carril 14 en la figura 22, se pudieron haber juntado

parte de las muestras del carril 13 y 15.

0 horas 1 hora
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X10% X10% X107 x1o' X10* x10* x10’ xi10*

2 horas 3 horas
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Figura 23. Toxicidad de RvDsup en E. coli BL21-CP en concentraciones crecientes de IPTG.

Goteo de cultivos E. coli BL21-CP transformadas con pET21b-His6-Dsup-FLAG y pET21b como control, sometidos
a concentraciones crecientes de IPTG durante 4 horas. De lado izquierdo de la figura se muestra el aumento de IPTG
desde 0 mM hasta 0.8 mM. Se gotearon las diluciones desde x10- hasta x10-® para ambas bacterias transformadas con
los plasmidos correspondientes.

Para complementar el comportamiento ya visto en la figura 21, en donde hay una gran
diferencia en cuanto al crecimiento bacteriano, al analizar viabilidad mediante
crecimiento bacteriano de diluciones de estas muestras (colocando 10 pl) y ver su
recuperacion 16 horas post induccién no se observan cambios significativos respecto al
resultado obtenido la figura 21. Las colonias en ambas condiciones crecen de manera

similar.

Para identificar si RvDsup contrarresta el estrés oxidativo, se hicieron cultivos de E. coli
BL21-CP transformadas con pET21b-His6-Dsup-FLAG y pET21b como control, los
cuales fueron sometidos a tratamientos con concentraciones crecientes de peroxido de
hidrogeno (0, 0.5, 1,2 y 3 mM). Los resultados de las lecturas de ODgoo fueron graficados
cada hora por 4 horas de estudio (figura 24), a los cuales se le realiz6 una t de student por
hora entre el grupo control y el grupo de interés de acuerdo con la concentracion de HO»
utilizada. Los datos mostraron que a dosis crecientes de H>O» existe una menor lectura de
ODsoo, tanto para el control como para el grupo de interés lo cual indica que dicho
compuesto afecta el crecimiento bacteriano. Las bacterias transformadas con pET21b-
His6-Dsup-FLAG muestran mayor sobrevivencia respecto al control en todas las

concentraciones.
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Figura 24. Efecto de un ambiente oxidativo en E.coli BL21 CP en presencia y ausencia de RvDsup (ODeoo vs tiempo).

Curva de tolerancia bacterias E.coli BL21 CP transformadas con el plasmido pET21b (control) con concentraciones
crecientes de H202 (A). Curva de tolerancia bacterias E.coli BL 21 CP transformadas con el plasmido pET21b-His6-
Dsup-FLAG con concentraciones crecientes de H202 (B).
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Figura 25. Curva de tolerancia bacteriana vs el tiempo en presencia de la proteina RvDsup ante un ambiente oxidativo
generado por H20:.

n=3, **P>0.05 indica una diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos indicados por la prueba t de
student

Este comportamiento es mas evidente al unir ambas graficas en donde se observa lo antes
ya mencionado que las bacterias BL2-CP tienen una mayor fraccion sobreviviente en
todas las condiciones en comparacion con el control. Sin embargo, la mayor diferencia
estadisticamente significativa se encuentra en las concentraciones 2 y 3 mM a las 4 horas
con respecto al control como se muestra en la figura 25. Sin embargo, para las
concentraciones de 0, 0.5 y I mM no se observo diferencia significativa entre el grupo

control y el que expresa la proteina RvDsup.
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Figura 26. Tolerancia de E. coli transformadas con pET21b-His6-Dsup-FLAG y pET21b (control) ante un ambiente

oxidativo.

Goteo de diluciones de cultivos de E.coli BL21-CP transformadas con pET21b-His6-Dsup-FLAG y pET21b como

control, sometidas a concentraciones crecientes de H2O2 durante 4 horas.
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Figura 27. Niveles de carbonilacion de proteinas en presencia y ausencia de RvDsup.

Los niveles de proteinas carboniladas de cultivos de E.coli BL21-CP transformadas con pET21b-His6-Dsup-FLAG y

pET21b como control, sometidas a concentraciones crecientes de HO2 por 4 horas.

n=3, ****pP>() 05 indica una diferencia significativa entre los grupos indicados por la prueba t de Student

Se midieron las concentraciones de carbonilacion de proteinas utilizando un kit de Sigma-
aldrich (MAK094). La carbonilacion de proteinas fue medida a las 4 horas posteriores al
dafio con concentraciones crecientes de H>O.. En donde se puede observar una menor
concentracion de proteinas carboniladas en presencia de RvDsup en todas las condiciones

posterior al dafio inducido con H20O; en comparacién con el control pET21b.
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Figura 28. Purificacion y enriquecimiento de la proteina recombinante RvDsup utilizando una columna de agarosa

niquel.

SDS-PAGE al 10% tefiido con Coomassie, donde se sefiala el enriquecimiento de RvDsup (recuadro en rojo). Cl:
Marcador molecular de proteinas. C2: Proteina total previo al paso por la columna de agarosa Ni-NTA (Input). C3:
Proteina total no unida después del paso por la columna de agarosa Ni-NTA (Output). C4: Proteinas recuperadas después
de la pre-elucion. C5: Proteinas recuperadas después de la elucion.

Se purifico la proteina utilizando un método modificado de purificacion no
desnaturalizante ya reportado por Kadonaga y colaboradores (Chavez et al. 2021). Se
logro obtener una buena extraccion, purificacion y concentracion de la proteina, de la
proteina RvDsup utilizando las perlas de His Pur Ni-NTA Superflow Agarose
(ThermoScientific). Asi, la proteina con el tag de histidinas se adhiere a la perla de
agarosa, lo que permitié eliminar mediante lavados aquellas proteinas que no se unieron
de forma especifica. Finalmente, la proteina unida a las perlas fue eluida mediante
condiciones no desnaturalizantes y se analizdé por electroforesis SDS-PAGE al 10%,
donde fue posible identificar la presencia de una banda que migra aproximadamente entre
52 kDay 66 kDa (carril referido como elucion), la cual corresponde a RvDsup en la figura

28.
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Figura 29. Ensayo de cambio de movilidad electroforética con dsDNA
Ensayo de cambio de movilidad electroforética aumentando la concentracion de la proteina RvDsup, utilizando 5 pmol
de sonda de cadena doble marcada en el extremo 5’ con fluoresceina en un gel no desnaturalizante al 4%. Carriles de

C: 1 a C:6 concentraciones descendentes de proteina RvDsup 0.25 a 2 uM. C:7 control negativo, sonda con proteina
BSA, C:8 control negativo sonda sin proteina.

Se realizo una curva de concentracion de proteina con la sonda de DNA de doble cadena
(dsDNA), en el cual se obtuvo que habia union entre el DNA no cromatinizado (22-pb)
y la proteina RvDsup en concentraciones bajas de esta misma por lo cual se utilizaron
concentraciones crecientes entre 0.25 a 2 uM. En los controles se observa la sonda de
22-pb marcadas con amidita de fluoresceina en el extremo 5°, al ir incrementando la
concentracion de proteina disminuye la sonda libre y se ve la formacion del complejo
cerca del pozo. Sin embargo, al llegar a la concentracion de 2 uM empieza a desaparecer
el complejo, lo cual indicaria que la proteina RvDsup se puede agregar y ya no entra al

pozo, aunque se una a DNA.
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Figura 30. Ensayo de cambio de movilidad electroforética con dsDNA.
Ensayo de cambio de movilidad electroforética utilizando 5 pmol de sonda de cadena doble marcada en el extremo 5’
con fluoresceina, asi como 500 pmol de la misma sonda sin marca de fluoresceina en un gel no desnaturalizante al 4%.
Carriles de C1: control negativo solo sonda, C2: control negativo sonda con proteina BSA. C3, C5 y C7 concentraciones

crecientes de proteina con 5 pmol de sonda marcada. C4, C6 y C8 concentraciones crecientes de proteina, con 5 pmol
de sonda marcada, asi como 500 pmol de sonda no marcada (competencia).

Para descartar o corroborar la especificidad, se realizé un ensayo de competencia, en el
cual se utilizo la misma sonda sin la marca de fluoresceina en el extremo 5’
incrementada 100 veces su concentracion respecto de la sonda marcada. En los carriles
3,5y 7 se observa la disminucion de la sonda libre marcada y la formacion del
complejo cercano a los pozos al incrementar la concentracion de la proteina. Al utilizar
la sonda fria en los carriles 4, 6 y 8 observamos las bandas de la sonda libre iguales a los
controles y no se observa la formacion del complejo, por lo cual RvDsup se une al

dsDNA de manera especifica.
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Figura 31. Ensayo de cambio de movilidad electroforética con ssDNA
Ensayo de movilidad electroforética aumentando la concentracion de la proteina RvDsup, utilizando 5 pmol de sonda
Fw de cadena sencilla marcada en el extremo 5’ con fluoresceina en un gel no desnaturalizante al 4%. Carriles de C: 1

a C:6 concentraciones descendentes de proteina RvDsup 0.25 a 2 uM. C:7 control negativo sonda sin proteina, C:8
control negativo sonda con proteina BSA.

Se pre corrid la sonda sencilla en el cual se observo la formacion de dos estructuras de
cadena sencilla. Se realizo una curva de concentracion de proteina con la sonda
fluoresceina, en el cual se obtuvo que habia union entre el ssDNA y la proteina RvDsup
en concentraciones bajas de esta misma por lo cual se utilizaron concentraciones
crecientes entre 0.25 a 2 uM. En los controles se observa la sonda de 22-pb marcadas con
fluoresceina en el extremo 5°, al ir incrementando la concentracion de disminuye la
cantidad de sonda libre y se ve la formacion del complejo cercana al pozo, indicando que
la proteina RvDsup se une también a DNA de cadena sencilla. Sin embargo, al llegar a la
concentracion de 1uM empieza a desaparecer el complejo, lo cual indica que RvDsup se

agrega y ya no entra al pozo.
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Figura 32. Ensayo de competencia de la proteina RvDsup con ssDNA
Ensayo de cambio movilidad electroforética utilizando 5 pmol de sonda Fw de cadena sencilla marcada en el extremo
5’ con fluoresceina, asi como 500 pmol de sonda fw sin marca de fluoresceina en un gel no desnaturalizante al 4%.
Carriles de C1: control negativo solo sonda, C2: control negativo sonda con proteina BSA. C3, C5 y C7 concentraciones

crecientes de proteina con 5 pmol de sonda marcada. C4, C6 y C8 concentraciones crecientes de proteina, con 5 pmol
de sonda marcada, asi como 500 pmol de sonda no marcada (competencia).

Se realizo un ensayo de competencia, en el cual se utilizé es mismo oligo Fw utilizado
en la figura 29 sin la marca de fluoresceina en el extremo 5’ en una proporcion 100
veces mayor que la concentracion de la sonda marcada. En los carriles 3, 5y 7 se
observa la disminucion de la sonda libre marcada y la formacion del complejo cercano a
los pozos al incrementar la concentracion de la proteina, por lo cual RvDsup también se
une a cadena sencilla. Al utilizar la sonda fria en los carriles 4, 6 y 8 observamos las
bandas de la sonda libre iguales a los controles y no se observa la formacion del
complejo, por lo cual RvDsup se esta uniendo al DNA de cadena sencilla de manera

especifica.
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9. Discusion
La proteina Dsup del tardigrado Ramazzottius Varieornatus es un gen que consta de 1350-

pb, y cuya proteina apenas esta siendo estudiada tanto en Ramazzottius como en células
eucariotas, por lo tanto, en nuestro grupo de investigacion se decidid estudiar la actividad
antioxidante de proteina en un modelo procariota porque su DNA no cuenta con
nucleosomas. Se realizo un analisis bioinformatico de la proteina RvDsup, asi como un
alineamiento con una proteina con homologia estructural HeDsup (Minguez-Toral, 2020).
Las proteinas de los organismos extremofilos son altamente desordenadas, sin embargo,
ambas proteinas al realizar el alineamiento de estas mismas muestran un sitio de
homologia estructural. En la figura 13 se observa una zona en rosa en donde en esta region
el super enrollamiento es muy similar entre ambas proteinas, en RvDsup es continuo y en
la HeDsup esta zona esta discontinua. Las estructuras terciarias no son tan similares, pero
en ambas se encontré un dominio de unién similar a la proteina HMGN, esta proteina es
muy importante en eucariotas son proteinas con union al nucleosoma y ayudan en diversos
procesos como la transcripcion, replicacion, recombinacion y vias de reparacion del DNA
(Greigner, 2016) Para verificar la correcta expresion de la proteina RvDsup mediante
western blot se utilizaron las condiciones ya establecidas Kadonaga y colaboradores, en
el cual podemos observar en la figura 16, que mientras la proteina es de un tamafio de
aproximadamente 42kDa, migra a una altura de entre 52 y 66 kDa. Esta diferencia de
tamafio que se observa en un gel no desnaturalizante es debido a que muchas proteinas de
tardigradas son desordenadas, asi como también son solubles en calor, lo que significa
que pueden permanecer en solucidon incluso cuando se hierven, mientras que la mayoria
de las otras proteinas se desnaturalizan, se agregan y precipitan fuera de la solucion, esto
les ayuda a soportar cambios de temperatura y necesarias y suficientes para mediar
tolerancia natural e inducida varias formas de estrés ambiental (Hesgrove, 2020)
(Hibshman, 2017). Las proteinas intrinsicamente desordenadas exhiben una estructura
compleja y en parte esto se debe a que estan enriquecidas en residuos cargados y que
alteran la estructura como lo son prolina, alanina y glicina. Por otro lado, estas proteinas
desordenadas se agotan en residuos hidrofobos y aromaticos y también poseen menos
residuos de cisteina y aspargina, que son denominados colectivamente como

"aminoacidos promotores del orden" por lo cual esta caracteristica de proteinas
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desordenadas pudiera causar una disminucion de la movilidad a través del gel no
desnaturalizante (Habchi, 2014). La proteina RvDsup estd compuesta principalmente por
alanina (16.2%), Glicina (15.5%) y Serina (17.8%), mientras que no tiene ninguna cisteina
en su secuencia aminoacidica y solo un 6.5% de asparragina. Por lo cual, si se utilizara un
gel desnaturalizante, la proteina migraria a la altura esperada de 42 kDa. Para alcanzar los
objetivos planteados acerca de la viabilidad y crecimiento bacteriano, se decidid utilizar
la cepa E. coli BL21 CP, debido a que es deficiente de proteasas Lon, que producen la
degradacion de proteinas ajenas al organismo, asi como de proteasas OmpT, cuya funcién
es degradar proteinas extracelulares (Rosano & Ceccarelli, 2014), y a su vez tienen una
elevada capacidad de sobre expresion de proteinas recombinantes, debido a que llegan a
limitan la traduccioén de las proteinas recombinantes de interés, favoreciendo la sobre
expresion (Kaur, 2018). Se llevo a cabo el ensayo para poder descartar que la
sobreexpresion de RvDsup fuera toxica para la bacteria ya que esto no habia sido
determinado antes (James, 2021). En la figura 21 podemos observar que al realizar una
medicidn del crecimiento bacteriano cuando RvDsup esta siendo sobre expresado hay un
menor crecimiento bacteriano en comparacion tanto con la curva de crecimiento del
vector control (pET21b), cudl indicoé que esta proteina sobre expresada es toxica para la
bacteria, lo cual se ha observado previamente para otras proteinas. Al sobre expresar una
proteina recombinante en E.coli se pueden formar cuerpos de inclusion (IB) que son
paquetes compuestos de proteina desnaturalizada inactiva e insoluble, resistentes a
proteasas lo cual causa una disminucion en el crecimiento bacteriano normal
(Pouresmaeil., 2023). Result6 interesante observar que obtuvimos una buena cantidad de
proteina expresada en condiciones sin IPTG (figura 22). Estas observaciones nos
permitieron confirmar no solo que RvDsup sobre expresada es toxica para la bacteria, si
no que, contrariamente a lo esperado con el uso del sistema pET21b, habia una gran
cantidad de fuga transcripcional, por lo cual se tomo la decision de prescindir del uso del
inductor IPTG. Es importante mencionar que el termino de proteina toxica se le es
otorgado a las proteinas que sobre expresadas en alguna cepa de E.coli causan la muerte
del cultivo durante la induccién por lo cual seri considerada como moderadamente toxica
(Saida, 2007). Asi como RvDsup al ser sobre expresado en E.coli puede estar afectando

procesos vitales como la replicacion por lo cual vemos una disminucion en el crecimiento
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bacteriano (Riber et al, 2016). El plasmido pET21b favorece la fuga transcripcional, a su
vez también promueve los altos niveles de transcripcion y traduccion (Kaur et al., 2018),
lo cual presenta un reto al sobre expresar proteinas que son toxicas para las bacterias. Al
expresar una proteina de toxica, esta causa una disminucion en la tasa de crecimiento
generando inestabilidad lo cual causa una disminucidén en el nivel metabdlico de la
bacteria (Rosano & Cecarelli, 2014). Debido a esto en la figura 21, se puede observar una
disminucion significativa en todas las condiciones en donde se uso el plasmido pET21b-
His6-Dsup-FLAG vy se indujo con IPTG. Las bacterias que expresan la proteina RvDsup
tienen una diminucion en la cantidad de proteinas carboniladas en comparacion con el
control. Al haber una disminucion de estas proteinas significa que las proteinas siguen
activas y no estan perdiendo su actividad funcional, por lo cual esto se puede observar en
una mejora en la viabilidad y crecimiento bacteriano (Akagua., 2021). Una caracteristica
de las proteinas con actividad antioxidante es que tienen un gran porcentaje de cisteinas,
el grupo tiol de las cisteinas este asociado con la actividad antioxidante. En una menor
escala los residuos de tirosina, triptofano, histidina y arginina también contribuyen a la
actividad antioxidante de las proteinas (Kut., 2023). La proteina RvDsup no tiene cisteinas
ni triptéfano, pero este compuesto aproximadamente en un 4% por histidinas y argininas.
La proteina TCTP de Brugia malayi que ya fue reportada con actividad antioxidante tiene
una composicion es de aproximadamente 10% de histidinas, argininas y tirosina, ya que
solo tiene una cisteina y carece de triptofano (Ricci., 2021). Por lo cual a pesar de que
RvDsup tenga muy poca composicion de estos aminoacidos tiene una actividad
antioxidante ya que disminuye los niveles de carbonilacion y no solo protege al DNA
como barrera fisica. Previamente ya se reportd que RvDsup tiene afinidad hacia el
nucleosoma, y debido a que este estd compuesto por DNA e histonas, se decidi6 realizar
ensayos de cambio de movilidad electroforética. Estos ensayos son un método de detectar
interacciones de DNA desnudo con proteina (Hellman et al.,2007). Las células procariotas
no tienen nucleosomas, pero tienen proteinas H-NS que son denominadas proteinas
similares a las histonas, en las bacterias estas proteinas se encargan de estructurar el DNA,
asi como de la regulacion y transcripcion (Grainger., et al 2016). Al realizar estos ensayos
en DNA obtuvimos que la proteina RvDsup forma un complejo con la sonda de 22-pb a

bajas concentraciones de proteina en un gel no desnaturalizante al 4% de acrilamida, y
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como este DNA esta ausente de cualquier tipo de histonas, esto indica que RvDsup se une
a DNA desnudo. Para determinar si esta union es especifica, se realiz6 una competencia
con una sonda con la misma secuencia (100X) pero sin etiqueta, tanto de cadena sencilla
como de cadena doble, interesantemente los resultados reportan que la interaccion es
especifica lo cual puede abrir lugar para especular que esta proteina puede tener
interaccion con algin factor de reparacion del ADN. Interesantemente, para los ensayos
de DNA se observa que en la sonda hay dos bandas, las cuales se las atribuimos a que el
DNA de cadena sencilla estd formando dos estructuras terciarias, y que RvDsup tiene
afinidad por alguna de ellas por eso al incrementar la concentracion de la proteina solo
una de las bandas de la sonda desaparece. Por consiguiente, la proteina RvDsup tiene
funciones como agente antioxidante, asi como afinidad al DNA y DNA(SS), no solo

funciona como un protector fisico sino protege en ambientes oxidativos a la célula.
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10. Conclusiones

L.

IL.

II1.

IV.

La sobre expresion de la proteina RvDsup es toxica en bacterias, por lo cual la
expresion basal derivada de la fuga transcripcional es suficiente para
contrarrestar el efecto oxidante.

La proteina RvDsup protege del estrés oxidativo a E. coli BL21-CP a

concentraciones crecientes de HoO».

RvDsup posee una actividad antioxidante en bacterias mostrado en una reduccion

en los niveles de carbonilacion de proteinas.

La proteina RvDsup se une a DNA(DS) y DNA(SS).

11. Perspectivas

L.

IIL.

I1I.

IV.

Etiquetar la proteina RvDsup y ver si estd involucrada en alguna via de
reparacion del DNA.

Determinar el posible mecanismo de accién de RvDsup como agente
antioxidante.

Identificar la interaccion con otras proteinas en el tardigrado o modelos
eucariotas.

Elucidar la funcion de la unién con DNA (DS) y DNA (SS).
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